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(54) Title: DEVICE AND METHOD FOR DETECTING ANALYTES 

(54) Be/eichnung: VORRICHTUNG UND VERFAHREN ZUM NACHWEIS VON ANALYTEN 
(57) Abstract 

The invention relates to a method for detecting analytes and 
to a device for carrying out the method, for use for analysis or 
diagnosis in the fields of chemistry, biochemistry, molecular genetics, 
food chemistry, biotechnology, the environment and medicine. Marker 
particles (5) with different electrical properties or a different relative 
permeability to those of the measuring solution (3) surrounding them 
are used to detect the analytes (8). The marker particles (5) either 
bond specifically to the analytes (8) or to a base (2) in competition 
with the analyte. The analytes (8) are detected by the changes in an 
electrical field or an electrical current generated by electrodes (2) or in 
an electrical voltage applied to an electrode or in a magnetic field, said 
changes being caused by marker particles which have bonded with the 
analytes or by marker particles which have instead bonded to the base 
in an electrical field. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von Ana- 
lyten und eine Vorrichtimg zur Durchfuhning des Verfahrens. Diese 
werden zur Analytik oder Diagnostik im Bercich der Chemie, Bio- 
chemie, Molekulargenetik, Lebensmittelchemie, Biotechnologie, im 
Umweltbereich sowie in der Medizin eingesetzt. Zum Nachweis von 
Analyten (8) werden Markerpartikel (5) verwendet, deren elektrische 
Eigenschaften bzw. deren Permeabilitatszahl von denjenigen der sie 
umgebenden Messlosung (3) verschieden sind. Die Markerpartikel (5) 
binden spezifisch an den Analyten (8) oder kompetitiv zum Analyten 
an eine Unterlage (2). Die Analyte (8) werden iiber die Anderungen eines von Elektroden (2) erzeugten elekmschen Feldes bzw. eines 
elektrischen Stroms oder einer elektrischen Spannung an einer Elektrode oder eines magnetischen Feldes nachgewiesen die von an ihnen 
gebundenen Markerpartikeln (5) oder statt ihrer von an die Unterlage gebundenen Markerpartikcln in einem elektrischen Feld hervorgerufen 
werden. 
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Vorrichtung und Verf ahren zum Nachweis von Analyten 

Die Erfindung betrif ft ein Verfahren zum Nachweis von 
Analyten und eine Vorrichtung zur Durchfiihrung des 
Verf ahrens . 

Solche Vorrichtungen und Verfahren, die im folgenden 
auch mit dem beides beschreibenden Begriff des Assays 
bezeichnet werden, dienen zur qualitativen und quan- 
titativen Erfassung von spezifischen Bindungen zwi- 
schen mindestens zwei Molekiilen. Hierzu zahlt zum 
Beispiel die Erfassung von Rezeptor-Ligand- 
Wechselwirkungen, Ant ikorper-Antigen-Wechselwirkung , 
die Erkennung von Nukleinsauren, die Wechselwirkung 
zwischen Oligonukleot iden und DNA sowie anderer mole- 
kularer Wechselwirkungen. Verfahren und Vorrichtungen 
dieser Art lassen sich zum Beispiel in der Chemie, 
der klinischen Analytik, der pharmazeutischen Ent- 
wicklung, der Umwel tanalyt ik sowie bei Routinearbei - 
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ten der Molekularbiologie bis hin zur Sequenzierung 
von Nukleinsauren einsetzen. 

Es ist bekannt , da£ Immunoassays mit unterschiedl i - 
chen Detektionsmethoden durchgefiihrt werden. Hierzu 
zahlen radioaktive, fluoreszenz- und chemoluminis - 
zenzgestiitzte sowie enzymatische Verfahren (CP. Pri- 
ce, D.J. Newman: Principles and Practice of Immunoas- 
says, Macmillan Publicers Ltd., 1991 U.K.). 

Bei einer besonderen Form von Immunotest kommt es 
aufgrund von Ant ikdrper-Antigen-Bindungen zu einer 
Agglutination von Latex-Partikeln, die beispielsweise 
optisch nachgewiesen werden kann (J.M. Singer, CM. 
Plotz: The Latex Fixation Test, American Journal of 
Medicine, Dec. 1965, pp. 888-892) . Mit derartigen Ag- 
glut inationstests konnen unter Verwendung von Mikro- 
spharen von 10 pm Durchmesser 10 5 Molekule, von Mi- 
krospharen mit einem Durchmesser von 1 [im 10 8 Molekii- 
le und von Mikrospharen mit einem Durchmesser von 0,1 

10 13 Molekiile nachgewiesen werden. Am Beispiel von 
IgG (MW = 100,000) werden theoretische Empfindlich- 
keiten von 10 fM, 10 pM bzw. 10 nM angegeben. Die 
hochste Empf indlichkei t ergibt sich also bei relativ 
grofien Mikrospharen, deren Einsatz allerdings durch 
ihr Sedimentationsverhalten begrenzt ist . 

Weiterhin konnen neuerdings Nukleinsauren, beispiels- 
weise Oligonukleotide , RNA und DNA iiber derartige 
Wechselwirkungen mittels der DNA-Mikrochip-Technolo- 
gie nachgewiesen werden (Nature, Genetics, Vol. 14, 
No. 4, Dec. 96, und D. Noble: DNA Sequencing on a 
chip, Anal. Chemistry, Vol. 67, No. 5, March 1, 
1995) . Hier wird allerdings die Chip-Technologie 
nicht als elektrisches MelSverf ahren benutzt, sondern 
sie dient als neues Syntheseverf ahren und zur Erzeu- 
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gung von Mikrostrukturen. Der eigentliche Detektions- 
mechanismus ist optischer Art. Die {Combination aus 
elektrischen Verfahren zur Synthese eines Liganden 
und der optischen Markierung und Detektion ist jedoch 
sehr aufwendig. 

Nachteilig am Stand der Technik ist, da£ Nachweisver- 
fahren auf radioaktiver Basis mit Strahlenschut z- und 
Entsorgungsproblemen des dabei entstehenden radioak- 
tiven Mulls behaftet sind. Bei enzymat ischen Nach- 
weismethoden, die eine elektrochemische Detektion der 
Analyte ermoglichen, mu£ als zusatzlicher Arbeits- 
schritt eine chemische Reaktion mit einer Substanz 
als chemisches Reakt ionssubstrat erfolgen. 

Bei alien im Stand der Technik bekannten Nachweisver- 
fahren und Assays ist ein abschl iefcender Waschschritt 
notig, um vor der Detektion des Analyten uberschussi- 
ge Reaktanten zu entfernen, um unspezif ische Signale 
soweit wie moglich zu minimieren. 

Aufgabe der Erfindung ist es, eine Vorrichtung und 
ein Verfahren zur Verfugung zu stellen, das den Nach- 
weis von Analyten auf rasche, einfache und genaue 
Weise ermoglicht und bei dem auf einen Waschschritt 
verzichtet werden kann. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemaG durch die Merkmale 
des Haupt- und Nebenanspruchs gelost . 



Werden Markerpart ikeln mit elektrischen und/oder 
elektrochemischen Eigenschaf ten , die sich von denen 
ihrer Umgebung, der MeSlosung, unterscheiden in ein 
elektrisches Feld gebracht , so wird hierdurch das 
35 elektrische Feld gestort . Diese Storungen eines in 
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der Metelosung erzeugten elektrischen Feldes konnen 
einfach, rasch und sehr prazise bestimmt werden. 

Das erf indungsgema£e Verfahren beruht also auf einer 
Nachweismethode, die als im Wesentlichen rein elek- 
trisch angesehen werden kann. Daher weist es die fur 
die Bestimmung von elektrischen bzw. elektrochemi - 
schen Eigenschaf ten mogliche sehr hohe Empfindlich- 
keit bzw. Genauigkeit und folglich eine sehr niedrige 
Nachweisgrenze bei hoher Empf indl ichkeit auf. 

Bei geeigneter Dimensionierung und/oder Positionie- 
rung der Elektroden, die das elektrische Feld erzeu- 
gen, wird das elektrische Feld nahezu ausschlieSlich 
von Markerpart ikeln mit unterschiedlicher stofflicher 
Zusammensetzung, unterschiedl ichem spezifischem Wi- 
derstand elektrischer Oberf lachenladung oder unter- 
schiedlicher Dielektrizitatskonstante beeinfluSt, die 
beispielsweise mit dem Analyten oder mit einer Unter- 
lage d.h. als Unterlage geeignete Korper bzw. Mate- 
rialien spezifische Bindungen eingegangen sind. Uber- 
schiissige ungebundene Markerpartikel fiihren zu keinem 
Signal, so daS ein Waschschritt zur Entfernung unge- 
bundener Markerpartikel aus der MeSlosung entfallen 
kann . 

Der Me£bereich des erf indungsgemaSen Bio-Assays (Ver- 
fahren und/oder Vorrichtung) kann durch Festlegung 
der Elektroden- bzw. Unterlagenoberf lachen und durch 
die Wahl der GroBe der Markerpartikel eingestellt 
werden . 

Das erf indungsgemaBe Verfahren und die erf indungsge - 
maSe Vorrichtung konnen zum Nachweis und zur Konzen- 
trationsbestimmung beliebiger, uber molekulare Wech- 
selwirkungen erfaJlbarer Analyten eingesetzt werden. 
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Zu diesen zahlen zum Beispiel die Wechselwirkungen 
von Rezeptor-Ligand, Ant ikorper-Ant igen , Antikorper- 
Hapten , Ant ikorperf ragment -Ant igen , Aptameren , Prote - 
inen, Nukleinsauren , Oligonukleotiden, DNA sowie alle 
5 molekularen Wechselwirkungen, bei denen mindestens 

einer der molekularen Partner mit einem Markerpart i- 
kel markiert werden kann . Dies reicht bis hin zur 
Wechselwirkung von Stoffen mit den Oberflachen ganzer 
Zellen. Es ist prinzipiell moglich, alle bekannten 
10 Immunoassay- Formate nach dem Stand der Technik zu 

realisieren. 

Die mit der Erfindung erzielten Vorteile bestehen 
folglich insbesondere darin, da£ eine rein elektri- 
15 sche Nachweismethode mit all ihren Vorteilen in Bezug 

auf Genauigkeit, Schnelligkeit und Sensitivitat ein- 
gesetzt wird, und da£ ferner bei Verwendung von sehr 
kleinen Elektroden und Markerpart ikeln vergleichbarer 
GroSe ein Einzelbindungsnachweis moglich ist. 

20 

Vorteilhafte Weiterbildungen des erf indungsgemafcen 
Verfahrens und der erf indungsgemafcen Vorrichtung wer- 
den in den abhangigen Anspriichen gegeben. 

25 insbesondere im Nahfeld einer ein elektrisches Feld 

erzeugenden Elektrode kann bereits die Anwesenheit 
eines einzelnen Markerpart ikels zu ausreichend hohen 
Anderungen des elektrischen Feldes f uhren . Weiter von 
der Elektrode entfernte, nicht spezifisch gebundene 

30 Markerpartikel fuhren zu geringeren Beeintracht igun- 

gen des elektrischen Feldes, so daS bei geeigneter 
Anordnung der Elektroden in der Nahe einer Unterlage 
bzw. Ausbildung der Elektroden selbst als Unterlage 
und bei geeigneter Konzentrat ion der Markerpartikel 

35 das gemessene Signal im wesentlichen nur von spezi- 

fisch gebundenen Markerpart ikeln beeinflufct wird. Da- 
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durch kann dann auch ein Waschschritt zur Entfernung 
von uberschussigen Markerpartikeln oder Analyten aus 
der MeSldsung entf alien. 

Bei Verwendung von Markerpartikeln deren Permeabili- 
tatszahl sich von der Permeabilitat szahl der Mefelo- 
sung unterscheidet, wobei ein magnetisches Feld an 
bzw . in der MeSlosung erzeugt wird, kann der Nachweis 
durch die Starke des magnetischen Feldes bzw. durch 
deren von den Markerpartikeln verursachte Anderung 
erbracht werden. 

So kann beispielsweise ein Einzelbindungsnachweis an 
einer Elektrode als Unterlage erfolgen, deren Ober- 
flache in der gleichen Groteenordnung liegt wie die 
grofite Querschnittsf lache des Markerpartikels oder 
sich zumindest nicht urn mehrere Grofienordnungen un- 
terscheidet . Damit konnen hierfiir Mikroelektroden 
verwendet werden, die runde , quadrat ische , rechtecki- 
ge , aber auch beliebige Form haben. Die Durchmesser 
der Markerpartikel liegen zwischen einigen nm bis ei- 
nigen ^m, beispielsweise bei lOjjm. 

Soli das Binden mehrerer Markerpartikel meStechnisch 
nachgewiesen werden, so konnen groSere Elektroden 
verwendet werden, an deren Oberflache es zu einer 
f lachenhaf ten Belegung bis hin zu einer dreidimensio- 
nalen Agglutination von Markerpartikeln kommt . Im Ge- 
gensatz zu den fur den Stand der Technik angegebenen 
Werten fur Agglutinat ionstests sinkt die theoretische 
Nachweisgrenze in Abhangigkeit vom Durchmesser der 
Markerpartikel urn mehrere GroSenordnungen . 

Dariiber hinaus kann der MeSbereich des Bio-Assays 
durch Festlegung der Elektrodenoberf lachen zwischen 
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dem Einzelbindungsbereich und dem Agglut inationsbe- 
reich eingestellt werden. 

Bei der Verwendung von nur einer Mikroelektrode oder 
sehr wenigen Mikroelektroden (mit einer dazugehorigen 
Gegenelektrode) konnen dann sehr geringe Analytkon- 
zentrationen erfa£t werden, wenn das die Mikroelek- 
trode (n) umgebende MeSmedium ein nur geringes Volumen 
mit einer begrenzten Anzahl von Markerpart ikeln auf- 
weist. Durch Verwendung einer sehr kleinen Proben- 
oder DurchfluSkammer in der GroSenordnung von \sl kann 
daher ein einfacher, praziser Einzelbindungsnachweis 
realisiert werden. 

Dies gilt insbesondere beim Nachweis von Analyten 
durch deren spezifische Bindung an Markerpart ikel in 
einem Durchf luiSmesssystem, wobei hier der Analytstrom 
die gebundenen Markerpartikel durch ein von auSen 
uber Elektroden angelegtes elektrisches Feld mit sich 
nimmt. Die Veranderungen des elektrischen Feldes, die 
sich als Anderungen des elektrischen Stromes bzw. der 
Kapazitat zwischen den Elektroden in der MeSlosung 
zeigen und die durch die Markerpartikel ausgelost 
werden, konnen prazise erfafit werden. Bei entspre- 
chend geringem Volumen des Durchf lu£bereiches ist 
auch hier ein Einzelnachweis moglich. 

Wird an die Mefclosung ein seine Polaritat wechselndes 
elektrisches oder magnetisches Feld angelegt, so kann 
durch die hierdurch hervorgeruf ene Bewegung elek- 
trisch geladener oder magnetischer (paramagnet ischer 
oder diamagnetischer) Markerpartikel eine bessere 
Durchmischung der Analyten und der Markerpartikel er- 
zielt werden. Insbesondere eignen sich hierzu parama- 
gnetism Markerpartikel, da ein erheblich geringeres 
magnetisches Feld als bei diamagnetischen Markerpar- 
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tikeln benotigt wird. Durch eine derartige feldindu- 
zierte Durchmischung kann die Genauigkeit und Repro- 
duzierbarkeit jeglichen markergestutzten Nachweisver- 
fahrens verbessert werden. Hierbei konnen zu den Mar- 
kerpartikeln mit immobilisierten Molekulen auch sol- 
che kommen, die keine Molekule tragen. Diese zusatz- 
lichen Markerpartikel verstarken den Durchmischungs- 
effekt. Diese Durchmischung des Mefemediums kann zu- 
satzlich durch Einkoppelung von Ultraschall unter- 
stiitzt werden. 

Weiterhin konnen durch entsprechende elektrische oder 
magnet is che Felder derartige Markerpartikel zu ihren 
Bindungsstellen auf der Unterlage aufgrund eines 
elektrophoretisch oder magnet isch verursachten Trans - 
portes bewegt werden oder nach beendeter Bindung der 
UberschuiS an Markerpartikeln aus dem Umkreis der Un- 
terlage entfernt werden. Durch diesen elektrophoret i - 
schen oder magnet feldinduzierten Transport der Mar- 
kerpartikel zu ihren Bindungsplat zen hin werden die 
in der Mefelosung vorhandenen Marker besser genutzt 
und die Sensit ivitat , die Nachweisgrenze und die Re- 
produzierbarkeit sowie die Genauigkeit der erfin- 
dungsgemaSen Verf ahren wird stark verbessert . Durch 
den auf die Bindung der Markerpartikel an ihre Bin- 
dungsstellen erfolgenden elektrophoretischen oder ma- 
gnetf eldinduzierten Transport restlicher ungebundener 
Markerpartikel von den Bindungsstellen weg, wird de- 
ren Konzentration im Bereich der Unterlage und/oder 
der Elektroden stark verringert . Aufgrund der Sensi- 
tivitat der Elektroden fur Storungen, insbesondere in 
ihrem Nahfeld, beeinflussen die freien Markerpartikel 
die Messung nur noch unwesent lich . Ein besonderer 
Waschschritt , der nach dem Stand der Technik bei vie- 
len analytischen Verfahren, insbesondere Immuno- 
Assays, notwendig ist, kann auch von daher entf alien. 
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Haben die nachzuweisenden Molekule im MeSver f ahren 
und die molekulbeladenen Markerpart ikel elektrische 
Ladungen mit unterschiedlichen Vorzeichen, so kann 
beim Anlegen einer elektrischen Spannung der elektro- 
phoretische Transport zunachst die geladenen Molekule 
zu ihren Bindungsplatzen auf oder in der Umgebung der 
Elektroden transport ieren . Nach erfolgter Bindung an 
den Bindungsplatzen werden durch Umpolung des elek- 
trischen Feldes die molekulbeladenen Markerpart ikel 
zu den Bindungsplatzen auf oder im Umfeld der Elek- 
troden gebracht. Dieses Verf ahren ist besonders vor- 
teilhaft bei der Verwendung von Sandwich- Format - 
Assays . 

Der beschriebene, durch ein elektrisches oder magne- 
tisches Feld induzierte gerichtete und der auf Durch- 
mischung ausgerichtete wechselnde Transport elek- 
trisch geladener bzw. raagnetischer Partikel ist bei 
alien markergestiitzten, in MeSlosungen ablaufenden 
Nachweisverf ahren anwendbar. ■ 

Bei Anwendung inhomogener elektrischer Felder konnen 
auch ungeladene, jedoch polare Markerpartikel durch 
das oben angegebene Verfahren gerichtet transportiert 
oder gemischt werden. 

Entsprechend eines Ausf uhrungsbeispiels der Erfindung 
wird eine Elektrode verwendet, vor der eine Blende 
mit mindestens einer kleinen Offnung angeordnet ist. 
Die Blende ist dabei der MeSlosung zugewandt und es 
wird uber die Elektrode ein inhomogenes elektrisches 
Feld erzeugt, dessen Feldlinien durch die kleine Off- 
nung der Blende hindurchgehen . Die Markerpartikel 
binden sich an bzw. in der Nahe der Oberflache der 
Blende. Die mit dieser Ausf iihrungsf orm erzielten Vor- 
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teile bestehen insbesondere darin, dafe zur Erzeugung 
eines inhomogenen elektrischen Feldes keine Mikro- 
elektrode mit einem Durchmesser im pm-Bereich und 
kleiner erzeugt werden tnufi, da die Blendof f nung aus- 
5 schlaggbend fur das elektrische Feld ist. Die Her- 

stellung der Mikroelektroden ist zwar bekannt , aber 
sie erfordert einen aufwendigen technologischen Pro- 
zefi mit hohen Kosten. Bex der Verwendung einer Blende 
vor einer Makroelektrode sind die technologischen An- 

10 forderungen bei der Elektrodenherstellung nicht so 

hoch, so da£ die erf indungsgemaSe Vorrichtung mit ge- 
ringen Kosten herzustellen ist. Es konnen somit MeS- 
vorrichtungen mit Einzelelektroden oder Elektroden- 
arrays als Einmalart ikel mit geringen Kosten herge- 

15 stellt werden. 



Ein weiterer Vorteil der Erfindung besteht darin, daS 
der Strom der durch die kleine Blendenof f nung hin- 
durch zur Gegenelektrode in der MeiSlosung flieSt, an 
20 der Elektrode nur eine sehr kleine Stromdichte verur- 

sacht . Im Vergleich zur Verwendung einer Mikroelek- 
trode ist in diesem Falle die Stromdichte urn das Ver- 
haltnis von Querschnittsf lache der Blendenof f nung und 
Elektrodenf lache kleiner. Dies hat zur folge, da£ An- 

2 5 derungen des elektrischen Widerstandes hauptsachl ich 

durch part ikel induzierte Feldstorungen verursacht 
werden und der Einflufi von elektrochemischen Elektro- 
denreaktionen ist weitgehend vernachlassigbar . Auf 
diese Weise konnen die Messungen genauer durchgefiihrt 

3 0 werden. 



Entsprechend einem weiteren Ausf iihrungsbeispiel der 
vorliegenden Erfindung wird die Messung des Nachwei- 
ses der durch die Markerpartikel verursachten Storun- 
3 5 gen des elektrischen Feldes in der Mefilosung mit ei- 

nem potent iometrischen Verfahren durchgefiihrt, wobei 
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das elektrische Feld an der Oberflache einer Elektro- 
de durch Potent ialbildungsvorgange an der Grenzflache 
zwischen MeSlosung und Elektrode gebildet wird. 

5 Die Vorteile dieser Ausf iihrungsf orm bestehen insbe- 

sondere darin, da£ gleichfalls Elektroden mit groEe- 
rem Durchmesser bzw. grofterer Flache verwenden werden 
konnen. Dies ergibt sich aus der Tatsache, daft die 
potentialbildenden Vorgange an der Oberflache einer 
10 potentiometrischen Elektrode in Abstanden von dieser 

Elektrode auftreten, die in der gleichen Grofienord- 
nung liegen wie die Durchmesser von Markerpart ikeln . 
Auf diese Weise konnen Markerpart ikel im nm-Bereich 
bis in den (jm Bereich verwendet werden. 

15 

Wichtig fur die Anwendung bei einem potentiometri- 
schen Mefcverfahren ist, da£ die Markerpart ikel im 
fliissigen Me&medium an ihrer Oberflache eine deutlich 
andere elektrische Ladung und/oder Potent ialdifferenz 
20 aufweisen, als die ionenseleket ive Elektrode selbst . 

Dies ist eine gunstige Vorausset zung bei einem poten- 
tiometrischen Nachweis fur das Anbinden von Marker- 
partikeln . 

25 Es i st S owohl bei dem amperometrischen als auch bei 

dem potentiometrischen Nachweisverf ahren zusatzlich 
moglich, die Potentialverhal tnisse an der Oberflache 
der Markerpartikel dadurch zu beeinf lussen , daS die 
Markerpartikel mit Ionophoren dotiert sind, wie dies 

30 auch bei ionenselekt iven Membranen der Fall ist. 

Hierbei sollten andere Ionophone verwendet werden, 
als in der ionenselekt iven Membran, die zum Nachweis 
der gebundenen Markerpartikel dient . Ebenso ist es 
moglich, Markerpartikel an der Oberflache mit einer 

35 dunnen Metallschicht zu versehen. 
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Sowohl bei der amperometrischen als auch bei den po- 
tent iometrischen Nachweisverf ahren kann der Nachweis 
von Analyten in einem ZweischrittprozeS erfolgen, der 
den Markerpart ikel transport und dann die Bindung an 
5 die Elektrode beinhaltet . Wie beschrieben, konnen 

hier elektrophoret ischer und magnetischer Markerpar- 
t ikel transport verwendet werden. 

Ausf iihrungsbeispiele der Erfindung sind in der Zeich- 
10 nung dargestellt und werden in der nachf olgenden Be- 

schreibung naher erlautert . Es zeigen: 

Fig. 1 das elektrische Stromungsf eld in der Umgebung 
einer Mikroelektrode 
15 a) spharische Mikroelektrode 

b) planare Mikroelektrode 

c) planare Mikroelektrode mit Markerpar- 
tikeln im Stromungsf eld 

2 0 Fig. 2 Elektrophoret ischer Markerpart ikel -Transport 

a+b) zur Mikroelektrode bzw. 

c) von der Mikroelektrode weg 

Fig. 3 Makroelektrode mit agglut inierten Markerpar- 
25 tikeln 

Fig. 4 Durchf luSzelle mit zwei Mikroelektroden, 

a) ohne Markerpart ikel 

b) mit einem Markerpartikel und 

30 c) mit zwei gebundenen Markerpart ikeln 

Fig. 5 I mmunoas say formate 

a) und b) Ant igennachweis 

c) und d) Ant i korpernachwe i s 

3 5 a) und c) Sandwich- Verf ahren und 
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b) und d) kompetitive Verfahren 

Fig. 6 Immunoassay nach Fig. 5 a) mit zusatzlicher 
Membran 

5 

Fig. 7 Immunoassayformate im Durchf lufiverf ahren 
a) und b) Antigennachweis 

c) und d) Antikorpernachweis 
a) und c) Sandwich- Verfahren 

10 b) und d) kompetitive Verfahren 

Fig. 8 DNA-Sonde mit Ant ikorperwechselwirkung 
Fig. 9 DNA- Sonde 

Fig. 10 DNA-Sonde nach dem Sandwich-Prinzip 
Fig. 11 Immuno-Assay-Array 

Fig. 12 Querschnitt durch ein Immuno-Assay-Array 
Fig. 13 Mikrocontainment -Assay 

Fig. 14 Bio-Assay auf der Basis von Interdigital - 
25 strukturen 

Fig. 15 Modif iziertes Assay nach Fig. 14 

Fig. 16 Modif iziertes Assay nach Fig. 14 

30 

Fig. 17 MeSschaltung fur Assays nach Fig. 14 bis 16 
Fig. 18 Immunoassay-Teststabchen 
35 Fig. 19 Bioassay fur ganze Zellen 



20 
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Fig. 20 weitere Ausf uhrungsf ormen von Immunoassayf or- 
mate 

Fig. 21 weitere Ausf uhrungsf ormen von Immunoassayf or - 
5 mate 

Fig. 22 weitere Ausf uhrungsf ormen von Immunoassayf or - 
mate 

10 Fig. 23 schematisch eine Darstellung der Bindung im 

magnetischen Wechself eld, 

Fig. 24 eine schematische Darstellung einer Elektrode 
und einer Blende mit elektrischen Stromungs- 
15 linien ohne gebundene Labelpart ikel und mit 

einem in der Nahe der Blendenof f nung gebunde- 
nen Labelpart ikel , 

Fig. 25 eine schematische Darstellung einer Elektro- 

2 0 den- und Blendenanordnung in Pipettenausf uh~ 

rung, 

Fig. 2 6 eine Elektroden- und Blendenanordnung in 
planarer Schichtbauweise , 

25 

Fig. 27 eine Elektroden- und Blendenanordnung in 

planarer Schichtbauweise nach einer weiteren 
Aus f uhrung s form , 

3 0 Fig. 2 8 eine Elektroden- und Blendenanordnung in 

planarer Schichtbauweise mit zwei Elektroden 
und ent sprechenden Blenden, 

Fig. 2 9 eine Elektroden- und Blendenanordnung in 
35 planarer Schichtbauweise mit einer Gegenelek- 
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trode , 

Fig. 30 eine weitere Ausf uhrungsf orm einer Blende 

Fig. 31 eine schematische Darstellung einer potentio- 
metrischen Elektrode mit gebundenen Marker- 
partikeln, 

Fig. 32 eine Realisierung von zwei potent iometrischen 
Elektroden auf einem planaren Trager fur eine 
Dif ferenzmessung, 

Fig- 33 eine Elektrodenanordnung mit integriertem 
FliefSkanal , 

Fig. 34 eine Elektrodenanordnung mit integrierter 
Flie£matrix, und 

Fig. 35 eine elektrische Schaltung mit einer poten- 
tiometrischen Elektrode sowie gegen- und Be- 
zugselektroden . 

Der Mechanismus des Bindungsnachweises ist in Figur 1 
naher beschrieben. 



In Fig. 1 a) ist die Umgebung einer Mikroelektrode 
gezeigt. Hierin ist 1 ein isolierender Trager, auf 
dem eine spharische Mikroelektrode 2* angeordnet ist. 
Zwischen dieser Mikroelektrode 2* und einer nicht 
30 dargestellten Gegenelektrode wird eine elektrische 

Spannung angelegt . Beide Elektroden werden von einem 
fliissigen Mefimedium 3 umspult. Von der unter Spannung 
stehenden Mikroelektrode 2* gehen elektrische Feldli- 
nien 4 aus . 

35 
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In Figur 1 b) und 1 c) ist der Mechanismus eines Bin- 
dungsnachweises gezeigt. Die planare Mikroelektrode 2 
hat quadratische Form mit einer Kantenlange von 3 \im. 
Die Elektrode ist mit Hilfe bekannter Dunnschichtver- 
5 fahren auf einem isolierenden Trager 1, der aus Glas 

besteht, hergestellt worden . Das Material des Marker- 
partikels ist z.B. Si0 2 , und der Durchmesser betragt 
2 pm . 

10 Im wafirigen Mefemedium wird die spezifische Leitfahig- 

keit wie folgt beschrieben: 

^ = Xz-*F 2# ///C Gleichung 1 

15 Hierin sind z i die Ladungszahl, \i die Bewegl ichkeit 

und C die Konzentration der Ionen. F steht fur die 
Faraday- Konstante . 

Die Zusammenhange zwischen elektrischer Stromdichte, 
20 elektrischer Feldstarke und Spannungsabf all zwischen 

Mikroelektrode und flussigem MeSmedium stellen sich 
vereinfacht wie folgt dar: 

An einer halbkugel f ormigen Mikroelektrode ergibt sich 
25 ein Zusammenhang zwischen der Stromdichte J und dem 

elektrischen Strom I gemaS Gleichung 2 . 

./ = — I— Gleichung 2 

30 Hierin ist r der Abstand vom Mittelpunkt der Mikro- 

elektrode in das MeSmedium hinein. Fur die elektri- 
sche Feldstarke E gilt mit der spezifischen Leitfa- 
higkeit K des Mefemediums die Gleichung 
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£ = -•7 

K 



\_ t Gleichung 3 



Fur den Spannungsabf all zwischen der Elektrodenober- 
flache und dem flussigen Mefimedium ergibt sich in Ab- 
hangigkeit vom Radius r 



s J 2kk 



Gleichung 4 



Fur eine planare Mikroelektrode gemaS Fig. 1 b) 
10 folgt: 

U . = u • k mit k « 0,6 Gleichung 5 

Fur den Abstand r = 2r D ergibt sich 

U (r = 2r c ) =0 ( 5U(r-^oo) Gleichung 6 



Dies bedeutet, daS bereits in einem Abstand von einem 
Elektrodendurchmesser die Spannung urn 50 % abgefallen 

20 ist . 

Eine Storung des elektrischen Feldes in direkter Um- 
gebung der Mikroelektrode 2* fiihrt damit zu einer 
starken Veranderung des elektrischen Feldl inienver- 
25 laufes. 

In Abb. 1 c) ist ein Markerpart ikel (Labelpartikel ) 5 
gezeigt, das iiber eine Bindung 6 an eine Mikroelek- 
trode 2 als Unterlage gebunden ist. Das durch das 
30 Markerpartikel 5 stark gestorte elektrische Stro- 

mungsfeld 4 wirkt sich in einer starken Anderung des 
mefcbaren elektrischen Widerstandes zwischen der Mi- 
kroelektrode 2 und einer Gegenelektrode aus, die sich 
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ebenfalls im waSrigen MeSmedium 3 befindet, aber 
nicht dargestellt ist. 

Der elektrische Widerstand kann mit Hilfe von Gleich- 
oder Wechsel spannungen mit Werten von einigen 10 mV 
bis wenigen Volt, vorzugsweise im lOOmV-Bereich, und 
die elektrische Kapazitat kann mit Hilfe von Wechsel - 
spannungen mit Frequenzen von wenigen Hz bis einigen 
MHz , vorzugsweise im kHz-Bereich, gemessen werden. 

Wird das Binden von Markerpart ikeln 5 im elektroden- 
nahen Raum durch Messung des elektrischen Widerstan- 
des bzw. der elektrischen Kapazitat zeitauf gelost re- 
gistriert, so kann eine quantitative Messung auf dy- 
namischem Wege durch Auswertung der Signal -Zeit- 
Funktion erfolgen, da deren erste Ableitung ein Ma£ 
fur die Analytkonzentrat ion ist. 

Die molekulare Wechselwirkung der Markerpart ikel 5 
mit der Unterlage wird weiterhin durch Transport von 
Markerpartikeln 5 in einem elektrischen Feld unter- 
stiitzt, sofern die Markerpart ikel 5 selbst elektrisch 
geladen sind. Dies kann wie folgt beschrieben werden. 

Im elektrischen Feld E, das zwischen zwei Elektroden 
durch Anlegen einer elektrischen Spannung im wafirigen 
MeSmedium erzeugt wird, wird auf ein elektrisch ge- 
ladenes Markerpart ikel 5 eine Kraft F ausgeubt : 

F = z L • Q • E Gleichung 7 

Hierin ist Q die Ladung der Ionen. 

Aufgrund dieser Kraftwirkung bewegen sich die elek- 
trisch geladenen Markerpartikel 5 mit einer Geschwin- 
digkeit v im elektrischen Feld E: 
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v = ii • E Gleichung 9 

Die Geschwindigkeit der Marker Partikel (v) ist also 
proportional zur elektrischen Feldstarke E. Diese 
Proportionality wird durch die Bewegl ichkeit \i be- 
schrieben : 



,, _ V / Gleichung 10 

^ - /E 

Die Bewegl ichkeit \i ist dabei abhangig von der Art 

des Mefcmediums sowie der ARt der Markerpart ikel . 

Dies bedeutet, daft sich die Markerpart ikel aufgrund 
15 ihrer eigenen elektrischen Ladung im elektrischen 

Feld bewegen. Befinden sich daruber hinaus elektrisch 
geladene Molekule an der Oberflache der Markerpart i- 
kel, so bestimmt die Eigenladung des Markerpart ikel s 
auf ]eden Fall dann die Richtung des f eldinduzierten 

2 0 Transports, wenn der Betrag der Eigenladung grower 

ist als der Betrag der Ladungen der an der Oberflache 
gebundenen Molekule. Weist die Ladung der gebundenen 
Molekule gleiche Polaritat wie die Markerpart ikel - 
Eigenladung auf, so wird der Transport durch Zunahme 
25 der Geschwindigkeit gestarkt . Bei entgegengeset zten 

Ladungen wird die Geschwindigkeit verringert . 

In Fig. 2 ist der oben in der Theorie beschriebene 
elektrophoretische Transport von elektrisch geladenen 

3 0 Markerpart ikeln 5 dargestellt. Aufgrund einer zwi- 

schen einer Mikroelektrode 2 und einer nicht darge- 
stellten Gegenelektrode angelegten elektrischen Span- 
nung von beispielsweise BOOmV bewegen sich die Mar- 
kerpart ikel 5 in Richtung auf die Mikroelektrode zu, 
35 da elektrische Krafte F e auf die Partikel einwirken 
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(Fig. 2 a) . Nach Annaherung (Fig. 2b) der Markerpar- 
tikel 5 an die Mikroelektrode 2 kann es zu einer bin- 
denden Wechselwirkung 6 mit der als Unterlage ausge- 
bildeten Elektrode 2 kommen (Fig. 2c). Nach Umkehrung 
des elektrischen Feldes wirken die elektrischen Kraf- 
te F e in entgegengesetzter Richtung, so daS die nicht 
gebundenen Markerpart ikel 5 von der Mikroelektrode 2 
wieder entfernt werden (Fig. 2c) . Auf diese Weise er- 
folgt durch elektrophoret ischen Transport ein Pseudo- 
Waschschritt . Fur die Markerpartikel 5 kommt eine 
Auswahl von Materialien mit unterschiedl ichen Ladun- 
gen in Frage, die sich fur elektrophoret ischen Trans- 
port eignen. 

Ein Transport von paramagnet ischen oder diamagneti- 
schen Markerpart ikeln kann auch in einem magnet ischen 
Feld erfolgen, wobei im Falle diamagnet ischer Mar- 
kerpartikel das magnetische Feld inhomogen zu sein 
hat . 

Das der Erfindung zugrundeliegende Wirkprinzip von 
Markerpartikel -Nachweis und -Transport kann als ein 
durch Markerpartikel (Labelpart ikel ) induzierter Fel- 
deffekt (label induced field effect, LIFE) bezeichnet 
werden . 

In Figur 3 ist ein Bio-Assay fur den Nachweis hoherer 
Analytkonzentrationen dargestellt . Damit das Binden 6 
mehrerer Markerpartikel 5 mit Durchmessern von ca . 1 
pm mefetechnisch nachgewiesen werden kann, werden auf 
einem isolierenden Trager 1 z.B. aus Glas grofiere 
Elektroden T verwendet, an deren Oberflache es zu 
einer f lachenhaf ten Belegung bis hin zu einer dreidi- 
mensionalen Agglutination von Markerpart ikeln kommt. 
Die Elektrode hat z.B. eine rechteckige Form mit den 
Abmessungen von 10 x 50 . 



Der Metebereich fur hohere Analytkonzentrat ionen kann 
Agglutinationsbereich genannt werden. Urn eine Agglu- 
tination von Markerpartikeln zu vermeiden, die sich 
noch frei im Metemedium bewegen, kann auch hier die 
Messung durch einen elektrophoretischen Marker-Trans- 
port zur Elektrode hin unterstiitzt werden. 

Fig. 4 zeigt eine Durchf luSzelle aus Kunststoff mit 
zwei gegeniiberliegenden Mikroelektroden 2 > , 2** , die 
z.B. aus Platin bestehen und auf Tragermaterial ien 7 
aufgebracht sind. Der Flute tp eines Metemediums 3 be- 
wegt Analytmolekiile und Markerpartikel 5 durch die 
Durchf luSzelle . Der Abstand der Mikroelektroden 2\ 
2^ betragt 50 Mm und die Elektrodenf lache jeweils 5 
\im x 5 M m - ln Fi9* 4 a ) ist d:i - e Durchf luSzel le ohne 
Markerpartikel, in Fig. 4 b) mit einem Markerpartikel 
5 . und in Fig. 4 c) mit zwei untereinander gebundenen 
Markerpartikeln 5 dargestellt. Aufgrund des durch die 
Markerpartikel 5 gestorten elektrischen Stromungsf el - 
des kann durch Messung des elektrischen Widerstandes, 
bzw. der komplexen Admittanz, die Anwesenheit einer 
oder mehrerer Markerpartikel 5 zwischen den Mikro- 
elektroden 2% 2 >? nachgewiesen werden. 

In Fig. 5 sind vier Immunoassay- Formate nach dem 
LIFE-Prinzip dargestellt. 

Fig. 5a) zeigt ein Immunoassay zum Ant igennachweis 
nach dem Sandwich- Prinzip . Auf einer Elektrode 2 sind 
Antikorper 9' immobil isiert . Von den Antigenen 8 
tritt ein Antigen 8* in Wechselwirkung mit einem im- 
mobilisierten Antikorper 9' auf der Elektrode 2. Ein 
Antikorper 9 ( + ) , der auf einem Markerpartikel 5 immo- 

bilisiert wurde, tritt in Wechselwirkung mit dem An- 
tigen 8*, so date sich ein Sandwich bildet . Die elek- 



trodennahe Position des Markerpart ikels 5 wird durch 
markerinduzierten Feldeffekt elektrisch bzw . elektro- 
chemisch nachgewiesen. 

Fig. 5 b) zeigt ein kompetitives Immunoassay- Format 
fur den Antigennachweis. An den auf einer Mikroelek- 
trode 2 immobilisierten Antikorpern 9 1 konkurrieren 
Antigene 8 mit auf den Markerpart ikeln 5 immobili- 
sierten Antigenen 8' ! . Im gezeigten Beispiel kommt es 
zu einer Bindung zwischen einem immobilisierten Anti- 
gen 8 ,,+ eines Markerpart ikels 5 und einem auf der 
Mikroelektrode 2 immobilisierten Antikorper (9 ,+ ). 

Fig. 5 c) zeigt entsprechend ein Immunoassay- Sand - 
wichformat fur den Ant ikorpernachweis und Fig. 5 d) 
entsprechend ein kompetitives Format fur den Antikor- 
pernachweis. Eine genaue Beschreibung wird zur Ver- 
meidung von Wiederholungen der Erlauterungen zu Fig. 

5 a) und 5 b) weggelassen. 

Auch ist es moglich, die Messung - z.B. nach Figur 5a 
- mit Hilfe von zwei Elektroden durchzuf iihren, von 
denen auf einer Elektrode z.B. Antikorper immobili- 
siert sind und die andere Elektrode f reibleibt . Wer- 
den nun die Widerstande oder Kapazitaten beider Elek- 
troden gegen eine Ref erenzelektrode gemessen, so kann 
die quantitative Erfassung der Analytkonzentrat ion 
aus der Signaldif f erenz beider Elektroden bestimmt 
werden. Auf diese Weise lassen sich Effekte eliminie- 
ren, die durch unspezif ische Bindung von Molekiilen 
hervorgeruf en werden. 

In einem weiteren Ausf uhrungsbeispiel zeigt die Fig. 

6 in Anlehnung an Fig. 5 a) ein Immunoassay- Format 
vom Sandwich-Typ. Zusatzlich zur Darstellung in Fig. 
5 a) ist hier eine Membran 10 uber einer Mikroelek- 
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trode 2 angeordnet . Diese Membran besteht z.B. aus 
Nitrozellulose oder aus Nylon. In der Membran 10 si rid 
Markerpartikel 5 mit immobilisierten Antikorpern 9' 1 
lokalisiert und beweglich. Der Nachweis von Antigenen 
5 8 kann nun auf einfache Weise dadurch erfolgen, daS 

ein fliissiges MeSmedium 3 auf die Oberflache der Mem- 
bran 10 aufgebracht wird. Diese Membran kann als 
funktionelle Schicht ausgebildet sein und Funktionen 
ubernehmen, die z.B. aus dem Bereich der Immunf iltra- 
10 tion bekannt sind. Das Medium erfahrt in dieser Mem- 

bran eine Filtration und/oder eine Konditionierung . 
Der Nachweis der Sandwichbildung erfolgt wie im Bei- 
spiel nach Fig. 5 a) beschrieben. 

Es ist aber auch moglich, die Elektroden mit Membra- 
nen zu bedecken, die von Mikropartikeln nicht durch- 
drungen werden konnen . Hierbei werden die molekularen 
Bindungspartner nicht auf der Elektrode selbst, son- 
dern auf der freien Membranoberf lache immobilisiert , 
an der sie auch in Wechselwirkung mit dem molaren 
Bindungspartner der Markerpartikel treten. 

In Fig. 7 sind die verschiedenen Immunoassay- Formate 
fur eine Durchf lufimefizelle mit Mikroelektroden 2% 2"" 
gezeigt. Fig. 7 a) zeigt die Immobilisierung von An- 
tikorpern 9' 1 auf Markerpartikeln 5, an die fur die 
Antikorper 9'' spezifische Antigene 8 gebunden sind. 
Uber Antigene 8* kommt es auch zur Agglutination 
zweier Markerpartikel 5. In Fig. 7 b) konkurrieren 
30 Antigene 8 mit einem Markerpartikel 5, das mit Anti- 

genen 8'' versehen ist, urn die Bindungsstellen auf 
einem Markerpartikel 5, das mit Antikorpern 9'' ver- 
sehen ist. In Fig. 7 c) und Fig. 7 d) sind die ent- 
sprechenden Formate fur den Nachweis von Antikorpern 
35 dargestellt. Die elektrische Messung erfolgt gemaS 

dem Beispiel nach Fig. 4. 
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In Fig. 8 ist eine DNA-Sonde dargestellt . Fig. 8 a) 
zeigt ein Markerpart ikel 5 und eine DNA 11 in einer 
Mefelosung. Auf einem Markerpart ikel 5 wird die DNA 11 
immobilisiert (Fig. 8 b) . Anschliefiend kommt es zu 
einer Hybridisierung von DNA 11' • und RNA 12 aus dem 
Mefimedium (Fig. 8c, d) . Im nachsten Schritt (Fig. 
8e) kommt es zu einer Wechselwirkung zwischen dem 
DNA- RNA- Hybrid und einem immobilisierten Antikorper 
9*, so date der Markerpart ikel 5 mikroelektrodennah 
lokalisiert und elektrisch nachweisbar ist. 

In Fig. 9 ist eine DNA-Sonde ohne immobilisierte An- 
tikorper dargestellt. Ein DNA-Molekiil 11 wird auf ei- 
nem Markerpartikel 5 immobilisiert (Fig. 9 a) . An- 
schlieSend an die Bindung der DNA 11 an das Marker- 
partikel 5 erfolgt eine Hybridisierung mit einem auf 
der Mikroelektrode 2 immobilisierten RNA-Strang 12 ' 
(Fig. 9 b) , und es kommt zu einer phasengrenznahen 
Lokalisierung des Markerpart ikel s 5 (Fig. 9c). In 
diesem Beispiel konnen RNA- gegen DNA-Molekiile ausge- 
tauscht werden und umgekehrt . 

Die Fig. 10 zeigt ein DNA-Assay vom Sandwich-Typ . Auf 
einer Mikroelektrode ist ein DNA- Sonden- Mole kul 13 
immobilisiert (Fig. 10A) . Ein DNA-Molekiil 11 aus dem 
MeSmedium tritt in Wechselwirkung mit dem Sondenmole- 
kiil 13 (Fig. 10 b) . Nach Hybridisierung der Molekule 
13 und 11 zu einem Hybrid (11*, 13*) kommt es zu einer 
Wechselwirkung mit einem Reporter-Sonden-Molekiil 14, 
das auf einem Markerpartikel 5 immobilisiert ist 
(Fig. 10 c) . Durch diese Hybridisierung kommt es zu 
einer mikroelektrodennahen Lokalisierung des Markerp- 
artikels 5 (Fig. lOd) . Die mefitechnische Erfassung 
erfolgt wie in den vorangegangenen Beispielen be- 
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schrieben. Auf diese Weise lassen sich z.B. DNA-Son- 
den-Arrays zu Sequenzierung aufbauen. 

In der Fig. 11 ist ein Ausschnitt eines Mikroelektro- 
5 den-Arrays dargestellt. Auf einem isolierenden Trager 

I ist eine Vielzahl von Mikroelektroden 2 realisiert. 
In der Fig. 11 sind drei Mikroelektroden dargestellt. 
Auf den Mikroelektroden sind Antikorper unterschied- 
lichen Typs 9', 9° 1 , 9 V ' immobilisiert (Fig. 11 a). 

10 Zu den Antikorpern 9' passen Antigene 8. Zu den Anti- 

korpern 9° ' passen Antigene 8°. Treten die genannten 
Antigene 8, 8° mit den Antikorpern 9', 9° 1 in Wech- 
selwirkung, die auf den verschiedenen Mikroelektroden 
immobilisiert sind, so kann sich durch Anlagerung 

15 entsprechender Antikorper, die auf Markerpart ikeln 

immobilisiert sind, jeweils ein Sandwich bilden (Fig. 

II b) . Die Sandwichbildung kann dadurch unterstutzt 
werden, dalS bei Verwendung geladene Markerpart ikel 
diese durch Anlegen einer elektrischen Spannung zwi- 

2 0 schen den Mikroelektroden 2 und einer nicht darge- 

stellten aufceren Ref erenzelektrode elektrophoret isch 
in Richtung der Mikroelektroden bewegt werden (Fig. 
11 a) und b) . Nach Sandwichbildung (Fig. 11 b) wird 
der elektrophoretische Transport durch Umpolung der 
25 elektrischen Spannung und der Kraft F umgekehrt , so 

daS die nicht gebundenen Markerpart ikel von den Mi- 
kroelektroden weg bewegt werden {Fig. 11 c) . Auch 
dies ist ein Pseudo-Waschschritt . Die Erfassung der 
im Sandwich gebundenen Markerpartikel erfolgt auf 

3 0 elektrische Weise, wie in den vorangegangenen Bei- 

spielen beschrieben. Der elektrophoretische Markerp- 
art ikel -Transport kann auch durch einen magnetisch 
induzierten Transport paramagnet ischer Markerpartikel 
ersetzt werden. 

35 
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Auf gleiche Weise kann mit solchen Arrays ein DNA- 
Chip-Assay realisiert werden, das fur eine Sequenzie- 
rung durch Hybridisierung verwendet werden kann. 
Hierbei werden anstelle der Antikorper bzw. Antigene 
5 DNA-Sonden eingesetzt, wie dies in den Figuren 8 bis 

10 dargestellt ist . 

In Fig. 12 ist ein Ausschnitt aus einem planaren Mi- 
kroelektroden-Array dargestellt. Ein Trager 1 besteht 

10 aus Glas . Eine Mikroelektrode 2, eine Leiterbahn 17 

sowie ein elektrischer Kontakt 15 bestehen aus Platin 
und wurden durch ein gangiges Diinnschichtverf ahren 
hergestellt. Die fur ein solches Bio-Assay verwende- 
ten Medien (Markerpart ikel , Antikorper usw. ) sowie 

15 das MeSmedium konnen auf die Mikroelektrode aufge- 

bracht werden. 

Ein weiteres Ausf uhrungsbeispiel 1st in Fig. 13 dar- 
gestellt. Als Ausschnitt aus einem groiSeren Array ist 

20 eine Spiegel symmetrische und daher nur einseitig mit 

Bezugszeichen versehene Struktur mit zwei Mikroelek- 
troden 2" dargestellt. Ein Trager 1 fur die Mikro- 
elektroden 2* besteht aus einem dreidimensional 
strukturierbaren Material. Hierfur la£t sich insbe- 

25 sondere Silizium einsetzen, das durch bekannte aniso- 

trope Atzverf ahren dreidimensional strukturiert wird. 
An der Oberflache ist das Silizium elektrisch iso- 
liert. Hierfur werden Si0 2 -Schichten an der Silizium- 
oberflache durch thermische Oxydation erzeugt . 

30 

Zusatzlich kann eine Si 3 N 4 - Schicht iiber der Si0 2 - 
Schicht durch CVD-Verf ahren abgeschieden werden. Mit 
Hilfe eingefuhrter Diinnschichtverf ahren kann ein Me- 
tallfilm auf der Trageroberf lache abgeschieden und 
3 5 strukturiert werden. Dieser Metallfilm besteht aus 

Platin. Nach der Strukturierung ergibt sich eine Mi- 
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kroelektrode 2 s , die iiber eine Leiterbahn 17 mit ei- 
nem elektrischen Anschlutekontakt 15 verbunden ist . 
Die Leiterbahn 17 ist mit einer elektrischen Isola- 
tionsschicht 16 bedeckt , die z.B. aus einem Polymer- 
5 material besteht . Die Mikroelektrode 2* befindet sich 

in einer pyramidenart igen Vertiefung, die als Con- 
tainment 18 bezeichnet werden kann. Die Containments 

18 dienen einerseits zur Aufnahme des zu immo- 
bilisierenden Materials, andererseits dienen sie zur 

10 Aufnahme der Probe. Der Betrieb eines solchen Arrays 

kann auf gleiche Weise erfolgen wie im Beispiel nach 
Fig. 11 und 12. 

In Fig. 14 ist eine einf ache Struktur fur. eine Vor- 
15 richtung nach der Erfindung als Bio-Assay abgebildet. 

Auf einem Trager 1 sind zwei Interdigitalstrukturen 

19 und 19' realisiert (Fig. 14 a). Die gezeigten Fin- 
gerstrukturen sind nicht ma£stablich dargestellt . Die 
Fingerbreiten und die Abstande zwischen den Fingern 

2 0 betragen typisch wenige pm. Damit ist die Bedingung 

einer kleinen Elektrodenoberf lache fur den Nachweis 
von nur wenigen gebundenen Markerpart ikeln gegeben. 
Die Interdigitalstrukturen 19, 19', elektrische Lei- 
terbahnen 17, 17*, 17', 17 + ' sowie elektrische An- 
25 schlufikontakte 15, 15\ 15', 15 + ' sind z.B. mit Hilfe 

bekannter Dunnschichtverf ahren aus Platin herge- 
stellt. Dieser Trager wird mit einer Abdeckung 20 
versehen (Fig. 14 b) . Die Montage der Abdeckung 20 
erfolgt z.B. durch Kleben. Sie kann auch im Sieb- 

3 0 druckverf ahren aufgebracht werden. Durch in der Ab- 

deckung vorgesehene Durchbruche 21, 21' kann die Pro- 
be mit den Interdigitalstrukturen in Wechselwirkung 
treten. Zuvor wurden auf der Flache einer der Inter- 
digitalstrukturen Antikorper immobil isiert . Durch 
35 Eintauchen der Struktur nach Fig. 14 b) in eine MeS- 

losung mit Antigenen zu den immobilisierten Antikor- 
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pern als Analyten kann ein Immunoassay vom Sandwich- 
typ durchgefiihrt werden , wie es in Fig. 5 a) be- 
schrieben ist. Hierfur sind auf der Flache 22 Mar- 
kerpartikel mit immobilisierten Antikorpern schwach 
5 immobil isiert . Nachdem die Struktur nach Fig. 14 b) 

bis zum oberen Rand der Flache 22 in das MeEmedium 
eingetaucht ist, konnen sich die auf der Flache 22 
befindlichen Markerpartikel im MeSmedium losen. Auf 
diese Weise kann eine Sandwichbildung erfolgen, wie 
10 sie in Fig. 5 a) beschrieben ist. 

Zusatzlich ist es moglich, durch Anlegen einer elek- 
trischen Spannung zwischen den Interdigi talstrukturen 
und einer auSeren Ref erenzelektrode einen elektropho- 
15 retischen Transport geladener Markerpartikel durch- 

zufiihren. Eine elektrische Schaltung hierfur ist in 
Fig. 17 gezeigt, die weiter unten beschrieben wird. 

Die Messung kann an beiden Interdigitalst rukturen 
vorgenommen werden. Da nur auf einer der beiden 
St rukturen Antikorper immobil isiert sind, kommt es 
auch nur hier zur Sandwich -Bildung . Durch eine Aus- 
wertung der Differenz der Signale von den beiden In- 
terdigi talstrukturen kann der EinfluS nicht spezi- 
fisch bindender Molekiile eliminiert werden. 

Ein gegeniiber Fig. 14 modif iziertes Ausf iihrungsbei - 
spiel ist in Fig. 15 dargestellt. Hier ist die Ab- 
deckung 2 0 mit den Durchbruchen 21, 21' (Fig. 15 a) 
30 mit einer zusatzlichen Membran 23 (z.B. einer Dialy- 

semembran) abgedeckt (Fig. 15 b) . Die fur das Bio-As- 
say verwendeten Markerpartikel mit den immobilisier- 
ten Molekiilen sind vor dem Aufbringen der Membran 23 
in loslicher Form in einen der Durchbruche 21, 21' 
35 eingebracht worden. Die Sensorkonf igurat ion nach Fig. 

15 b) wird mit ihrem unteren Ende in das Me&medium 
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eingetaucht, so date das MeSmedium durch die dunne 
Schicht 23 in den Bereich der Durchbriiche 21, 21' 
eindringen kann. Die Messung erfolgt wie im Beispiel 
nach Fig. 14 beschrieben. 

In einem weiteren Ausf iihrungsbeispiel ist es moglich, 
den elektrophoretischen Transport der Markerpart ikel 
durch einen magnetischen Transport zu ersetzen. Dies 
ist in der Fig. 16 vereinfacht dargestellt, bei der 
eine Assaystruktur nach Abb. 14 mit einem Magneten 24 
versehen wird. Zur Unterstut zung der Sandwichbildung 
wird ein Magnetfeld so ausgebildet, da£ die parama- 
gnetischen Markerpart ikel in den Bereich der Inter- 
digitalstrukturen 19, 19' gezogen werden. Dies ist 
z.B. mit Hilfe des kleinen Magneten 24 moglich. Nach 
Sandwichbildung wird der Magnet 24 auf der gegeniiber- 
liegenden Seite (in der Fig. 16 oberhalb der Assay- 
struktur) angeordnet, so daS die Markerpart ikel von 
den Interdigitalstrukturen 19, 19' weg bewegt werden 
und es zu einem Pseudowaschschritt kommt . 

Der kleine Magnet 24 kann auch durch einen Elektroma- 
gneten ersetzt werden. 

In Figur 17 ist eine Mefeschaltung fur Vorrichtungen 
(Assays) nach den Figuren 14 bis 16 gezeigt . Eine 
Spannungsquelle 2 9 erzeugt ein Gleichspannungs - oder 
ein Wechselspannungssignal im mV-Bereich, vorzugswei- 
se in der Hone einiger 100 mV. Dieses Signal wird 
iiber Anschliisse 34 und 35 mit Anschlussen 15 und 15 + 
bzw. 15' und 15^ der Interdigitalstrukturen nach Fi- 
guren 14, 15 oder 16 verbunden. Der sich iiber die 
MeBlosung einstellende Gleich- bzw. Wechselstrom wird 
mit einem Strommesser 30 registriert . Aus den Span- 
nungs-Strom-Daten wird der elektrische Leitwert als 
ein Ma£ fur die Analytkonzentrat ion des MeSmediums in 
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der Umgebung der gegebenenf alls mit Markerpart ikeln 
belegten Elektroden der Interdigitalstruktur gemes- 
sen . 

Fur den elektrophoret ischen Markerpart ikel -Transport 
kann von einer Gleichspannungsquelle 33 uber Wider- 
stande 31 und 32 an die Anschlusse 34 und 35 eine 
Gleichspannung im Bereich von einigen lOOmV gegen ei- 
ne Gegenelektrode angelegt werden . Die Gegenelektrode 
kann sich in einer groSeren Entfernung von den Inter- 
digitalstrukturen im MeSmedium befinden. Bei- 
spielsweise besteht diese Gegenelektrode aus einem 
chloridisierten Silberfilm, wie dies dem Stand der 
Technik entspricht . Die Werte der Widerstande 31, 32 
liegen im ko - bzw. im MO -Bereich (z.B. bei 100 ko) . 

In Figur 18 ist ein Immunoassay-Teststabchen in stark 
vereinf achter Form dargestellt - Auf einem Trager 1 
(Fig. 18 a) befindet sich eine Immobilisierungs- 
schicht 25 aus einem Material, an dessen Oberflache 
Antigene bei Kontakt immobilisiert werden. Diese 
Schicht besteht aus PVA und uberdeckt eine Interdigi- 
tal -Doppelstruktur (nicht dargestell t ) , wie diese aus 
den Figuren 14 bis 16 bekannt sind. Die elektrischen 
Anschlusse (nicht dargestellt) befinden sich auf ei- 
ner AnschluSf lache 26. Wird die Anordnung nach Figur 
18a in ein Gefa£ 27 mit einem MeBmedium 3 gebracht , 
das Antigene 8 enthalt, werden auf der Immobilisie- 
rungsflache 25 Antigene immobilisiert (Fig. 18bl). 
Gleiches kann beim Einbringen der Anordnung nach Fi- 
gur 18a in ein Gewebe (z.B. Fleisch ...) oder ein 
gelartiges MeSmedium geschehen (Fig. 18 b2) . 

Anschliefeend wird die Anordnung in Kontakt mit einem 
fliissigen Medium gebracht, das Markerpart ikel mit im- 
mobilisierten Antikdrpern enthalt (Fig. 18c) . Nach 
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dem Zustandekommen der Ant ikorper/Ant igen- Wechselwir- 
kung mit der elektrodennahen Lokalisierung der Mar- 
kerpartikel (im Bereich der Interdigitalstrukturen 
unter der Schicht 25) kann die Messung so erfolgen, 
5 wie in den vorangegangenen Beispielen dargestellt. 

Ein weiteres Beispiel eines Bioassays ist in Fig. 19 
gezeigt. Mit einem solchen Assay lassen sich ganze 
Zellen 4 0 nachweisen. Die Anordnungen gemafi Fig. 19 

10 a ) und b) entsprechen einem Immunoassay- Format gemafi 

Fig. 5 a) . Gegenuber dem Immunoassay sind die Antige- 
ne ersetzt durch Zellen 40, die an ihrer Oberflache 
Strukturen mit der Eigenschaft von Antigenen 8" tra- 
gen. Fig. 19 a) zeigt ein Bioassay mit kleinen Zellen 

15 (z.B. Protozyten mit Durchmessern im Bereich von 0,3 

und 2,5 Mm) . Die Fig. 19 b) stellt ein Assay mit z.B. 
Euzyten mit Durchmessern zwischen 2 und 2 0 pm dar. 

Die in den vorangegangenen Ausf uhrungsbeispielen ver- 
2 0 wendeten Markerpart ikel konnen zum Beispiel aus Mi- 

krospharen aus Si0 2 , Latex, diamagnetischen , parama- 
gnetischen und anderen Material ien mit Durchmessern 
zwischen 15nm und 25mm bestehen. Daruber hinaus kon- 
nen auch Dendrimere verwendet werden . 

25 

Neben Markerpart ikeln aus elektrisch isolierenden Ma- 
terialien lassen sich auch Markerpart ikel einsetzen, 
die aus metallischem Material hergestellt sind. Sol - 
che elektrisch leitfahigen Markerpart ikel lassen sich 
30 auch realisieren, indem elektrisch isolierende Mar- 

kerpart ikel (z.B. Mikrospharen) mit einer dunnen Me- 
tallschicht bedampft werden. 

Die Fig. 20 zeigt als weiteres Ausf uhrungsbeispiel 
35 ein anderes Immunoassay! ormat . Auf dem Trager 1 be- 

findet sich wie in alien vorangegangenen Ausfiihrungs- 
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beispielen eine Mikroelektrode 2, auf der Antikorper 
9 immobilisiert sind. Wie in der Fig. 2a gezeigt, be- 
finden sich im Halbraum oberhalb der Mikroelektrode 
Antigene 8 und 8' sowie Markerpartikel 5. Diese Mar- 
kerpartikel sind mit einem elektroakt iven Stoff A 
(z.B. Ascorbinsaure) beladen. Die Antigene 8, 8', die 
zu den Antikorpern 9 auf der Elektrode 2 komplementar 
sind, konnen in bindende Wechselwirkung treten. Tra- 
gen die Antigene eine elektrische Ladling, so ist es 
zusatzlich moglich, diese Antigene mit Hilfe. eines 
elektrischen Feldes F e zur Elektrode zu befordern 
(Fig. 20a + b) . Die Markerpartikel 5 mit einem magne- 
tischen bzw. paramagnet ischen Kern konnen nun mit 
Hilfe eines magnetischen Feldes F m auf die Elektrode 
2 hin bewegt werden (Fig. 20c) . Dabei konnen die An- 
tikorper 9 mit den Antigenen 8 in bindende Wechsel- 
wirkung treten, die bereits an die Antikorper ange- 
bunden haben, die auf der Elektrode 2 immobilisiert 
sind. Nicht gebundene Markerpartikel konnen mit Hilfe 
eines in der Richtung umgedrehten magnetischen Feldes 
F ra von der Mikroelektrode 2 entfernt werden. Die Mar- 
kerpartikel 5 sind mit dem elektroakt iven Stoff A be- 
laden, der durch Diffusion aus der Markerpartikel - 
oberflache austreten kann. Somit wird das elektroden- 
nahe Anbinden von Markerpart ikeln dadurch regi- 
striert, daS ein Umsatz des elektroakt iven Stoff es A 
an der Elektrode 2 erfolgt, bei dem ein elektrischer 
Strom in Form von Elektronen e flielSt. Hierzu wird 
zwischen der Mikroelektrode 2 und einer Gegenelektro- 
de (nicht dargestellt) eine elektrische Spannung von 
einigen 100 mV angelegt . Alternativ zur Bewegung der 
Markerpartikel mit Hilfe eines magnetischen Feldes 
kann ein elektrisches Feld zum elektrophoret ischen 
Transport eingesetzt werden. Dies ist in den vorange- 
gangenen Ausf uhrungsbeispielen bereits gezeigt wor- 
den . 
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Ein weiteres Ausf uhrungsbeispiel ist in Fig. 21 ge- 
zeigt. Hier kommt es wie im Beispiel nach Fig. 20 zu 
einer bindenden Wechselwirkung von Antigenen 8' mit 
Antikorpern 9, die auf der Elektrode 2 immobil isiert 
sind. Dies kann auch wieder durch ein elektrisches 
Feld F ft unterstutzt werden. 

In diesem Ausf uhrungsbeispiel sind an der Oberflache 
der Markerpartikel 5 nicht nur Antikdrper 9* sondern 
auch Enzyme E immobil isiert . Im Mefcmedium oberhalb 
der Elektrode 2 befindet sich ein Substrat S (z.B. 
Glukose) das mit Hilfe des Enzyms (z.B. Glukoseoxyda- 
se) enzymatisch umgesetzt werden kann. Kommt es nun 
zu einem Anbmden der Markerpartikel an die Oberfla- 
che der Elektrode 2, so fiihren die an der Markerpar- 
tikeloberf lache immobilisierten Enzyme (E) zu einem 
Umsatz des Substrates (S) . Das dabei entstehende Pro- 
dukt (P) (z.B. H 2 0 2 ) kann elektrochemisch an der 
Elektrodenoberf lache 2 umgesetzt werden. 

Uberschussige Markerpartikel konnen durch Umkehrung 
des magnetischen Feldes F ra von der Elektrodenoberf la- 
che entfernt werden. 

Der enzymatisch katalysierte Stoffumsatz an der Elek- 
trode 2 erfolgt in gleicher Weise wie bei bekannten 
elektrochemischen Glukosesensoren . Hierfur wird zwi- 
schen der Elektrode 2 und einer Gegenelektrode eine 
elektrische Spannung von einigen 100 mV (vorzugsweise 
600 mV) angelegt . 

Ein weiteres Ausf uhrungsbeispiel ist in Fig. 22 ge- 
zeigt. Hier kann es ebenso wie in den vorangegangenen 
Ausfiihrungsbeispielen zu einer bindenden Wechselwir- 
kung zwischen Antigenen 8, 8' und den auf der Elek- 



trode immobilisierten Antikorpern 9 kommen . Mit Hilfe 
eines magnet ischen Feldes konnen nun Markerpartikel 
in die Nahe der Elektrode transport iert werden. Die 
Markerpartikel 5 tragen an ihrer Oberflache immobili- 
sierte Antikorper 9 und immobilisierte Enzyme (E) 
(Fig. 22b). Nachdem es zu einer bindenden Wechselwir- 
kung zwischen den Markerpartikeln 5 und der Elektrode 
2 gekommen ist, kann durch Umkehrung des magnetischen 
Feldes der UberschuS an Markerpartikeln 5 (nicht dar- 
gestellt) von der Elektrode entfernt werden. An- 
schlieSend wird mit Hilfe eines magnetischen Feldes 
F m eine zweite Sorte von Markerpartikeln 5 ' auf die 
Elektrode 2 zubewegt . Diese Markerpartikel 5 r sind 
mit einem Substrat S (z.B. Glukose) beladen. Befinden 
sich die Markerpartikel 5' in der Nahe der Elektrode 
2, so fiihrt ein ausdif f undierendes Substrat S zu ei- 
ner Wechselwirkung mit den auf den Markerpartikeln 5 
immobilisierten Enzymen E. Das dabei entstehende Pro- 
dukt P wird wie im vorangegangenen Ausf lihrungsbei - 
spiel dargestellt an der Elektrode 2 elektrochemisch 
umgesetzt (Fig. 22d) . 

Anstelle von Markerpartikeln mit immobilisierten En- 
zymen (Fig. 21 u. Fig. 22 9 konnen auch Markerpartikel 
verwendet werden, die mit Enzymen beladen sind. Aus 
diesen Markerpartikeln konnen die Enzyme auf gleiche 
Weise freigesetzt werden, wie dies fur die elektroak- 
tive Substanz im Beispiel nach Fig. 20 beschrieben 
wurde . 

In analoger Weise lassen sich au£er den oben darge- 
stellten Immunoassayf ormaten auch DAN-Sonden und an- 
dere Bioassays realisieren. Hierbei werden lediglich 
die Immunkomplexe durch andere Bindungen ersetzt. 
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Auch bei den Varianten nach Fig. 20 - 22 lassen sich 
Assays mit einer extrem geringen Nachweisgrenze rea- 
lisieren, wenn die Flache der Mikroelektrode nicht 
sehr viel grower ist als die projizierte Quer- 
schnittsf lache der Markerpart ikel . Somit ist auch 
hier ein Einzelbindungsnachweis moglich, d.h. das An- 
binden eines Markerpart ikels auf einer Mikroelektrode 
ist nachweisbar. 

Bei diesen Varianten beruht der Nachweis darauf, da£ 
die Markerpart ikel in ihrer unmittelbaren Umgebung 
eine Erhdhung einer Stof f konzentrat ion verursachen. 
Dies erfolgt durch Freisetzung bzw. durch enzymati- 
sche Substratumsetzung an der Part ikeloberf lache . 
Hierbei geht es nicht, wie z.B. bei anderen Biosenso- 
ren urn ein meSbares Signal, das von der Substratkon- 
zentration abhangig ist. Vielmehr ist das meSbare Si- 
gnal von der Anzahl der mikroelektrodennah lokali- 
sierten Markerpart ikel bestimmt. 

Ein anderes Ausf uhrungsbeispiel zeigt Fig. 23. Auf 
einem Trager 1 ist eine Mikroelektrode 2 angebracht . 
Kommt es wie oben beschrieben zu einer Bindung 6 zwi- 
schen Markerpartikeln 5 und der Elektrode 2, so sind 
die Markerpart ikel mikroelektrodennah lokalisiert. 
Handelt es sich urn f erromagnet ische Markerpart ikel 
mit einem eigenen magnetischen Feld, so kann die 
elektrodennahe Lokalisierung der Markerpart ikel 5 mit 
Hilfe eines Sensors 37 nachgewiesen werden, der die 
Starke des magnetischen Feldes mi fit . 

Es ist ebenso moglich, Markerpart ikel mit paramagne- 
tischem Kern zu verwenden. Wird nun oberhalb des Tra- 
gers 1 ein magnetisches Wechselfeld 4 erzeugt, so 
kann die durch die Markerpart ikel verursachte Ande- 
rung der magnetischen Feldstarke mit Hilfe des Sen- 
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sors 3 7 detektiert werden. die Frequenz des magneti- 
schen Wechself eldes kann zwischen einigen Hertz und 
einigen MHz liegen. 

5 Bei der Verwendung von Markerpart ikeln mit ferroma- 

gnetischem oder paramagnetischem Kern ist es wichtig, 
dafe sich die Permeabilitatszahl des Partikels bzw. 
des Part ikelkerns von der Permeabilitatszahl des 
fliissigen Mefemediums der Unterlage und bei einer 
10 Durchf luSmessung der Durchf lufemeSkammer entsprechend 

Fig. 4 unterscheidet . 

In diesem Ausf iihrungsbeispiel kann der elektrophore - 
tische Transport von bindenden molekularen Partnern 
15 zur Elektrode 2 hin erfolgen, wie dies in den voran- 

gegangenen Ausf iihrungsbeispielen beschrieben wurde . 
Ebenso ist es moglich, den Transport der Markerpart i- 
kel durch elektrophoret ischen Effekt zu bewirken. 

2 0 In den Figuren 24 bis 30 ist eine Mefianordnung fur 

den Nachweis von Markerpart ikeln in MeSlosungen dar- 
gestellt, die mindestens eine Elektrode mit davor an- 
geordneter Blende zeigen, wahrend in den Figuren 31 
bis 3 5 eine MeSanordnung zum Nachweis von Markerpar- 

2 5 tikeln in MelSlosungen mit potentiometrischen Elektro- 

den dargestellt sind. 

Die obigen Ausfiihrungen gelten auch fur diese Ausfiih- 
rungsbeispiele, wobei die Mikroelektroden durch die 

3 0 im folgenden beschriebenen Elektroden ersetzt werden 

konnen - 

Die Fig. 24a) zeigt eine Makroelektrode 2, die sich 
von einer Blende 101 aus elektrisch nichtleitendem 
35 Material mit einer Blendenof fnung 105 bef indet . Der 

Raum zwischen der Blende 101 und der Elektrode 2 ist 



BNSDOCID: <WO 9927367A1 J_> 



PCT/EP98/07494 

WO 99/27367 

37 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



mit einem Innenelektrolyten 103 ausgefullt, der uber 
die Blendenoffnung 105 mit dem MeSmedium 3 (Elektro- - 
lyt) in Kontakt ist . Dabei kann der Innenelektrolyt 
beispielsweise als Gel ausgebildet sein, wobei es 
moglich ist, daS es sich bis in die Blendenoffnung 
105 hinein erstreckt . In groSer Entfernung von der 
Blende 101 befindet sich eine Gegenelektrode (in der 
Figur nicht dargestellt) im MeSmedium. An die Elek- 
troden wird eine elektrische Gleich- und/oder Wech- 
selspannung angelegt, wodurch ein elektrisches Feld 
zwischen den Elektroden erzeugt wird. Die von der 
Elektrode 2 ausgehenden elektrischen Feldlinien 4 - 
konzentrieren sich im Bereich der Blendenoffnung 105. 
im MeSmedium 3 beschreiben die elektrischen Feldlini- 
en 4 1 ' ' ein sich radial ausbreitendes elektrisches 
Feld. 

Fig. 24b) zeigt die Elektroden- und Blendenkonf igura- 
tion mit einem Label- (Marker- ) part ike 1 5, das mit 
Hilfe einer Bindung 6 an die Blende 101 gebunden ist. 
Sind die molekularen Bindungspartner in der Nahe der _ 
Blendenoffnung 105 lokalisiert, so erfolgt die Bin- ; 
dung des Labelpartikels 5 in unmittelbarer Nahe der 
Blendenoffnung 105. Der oben beschriebene LIFE-Effekt 
(Label induced Field Effect), d.h. ein durch Marken- 
partikel induzierter Feldeffekt, fiihrt zu einer Sto- 
rung des elektrischen Feldes und der elektrischen 
Feldlinien 4''' im MeSmedium 3. Dies kann, wie be- 
schrieben, elektrisch nachgewiesen werden. 

Die GroSe der Blendenoffnung 105 liegt im Bereich 
zwischen 0 , 5 urn und 100 M m, vorzugsweise im Bereich 
urn 1 Mm. Der Abstand zwischen der Blende 101 und der 
Elektrode 2 kann beliebig gewahlt werden, wenn er 
deutlich groSer ist als der Durchmesser der Blenden- 
offnung. Beispielsweise betragt dieser Blendenabstand 
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1 mm. Der Durchmesser der Markerpartikel liegt zwi- 
schen 0,5 und 100 \im, vorzugsweise im Bereich urn 1 

In Fig. 25 ist eine Elektroden- und Blendenkonf igura- 
tion in Pipet tentechnik dargestellt. Eine Mikropipet- 
te 119, die zum Beispiel aus Glas besteht, besitzt an 
ihrer Spitze eine Blende 101* mit einer Blendenoff- 
nung 105. Die Pipette ist mit einem Innenelektrolyten 
103 gefiillt, in den eine Elektrode 2 hineinragt. Die 
Elektrode 2 ist mit Hilfe einer elektrischen Zulei- 
tung 110 und einem elektrischen AnschluE 111 an eine 
Mefeelektronik anschliefibar . Partikel 5, die durch 
Bindungen 6 in der Nahe der Blendenof f nung 10 5 loka- 
lisiert sind, fuhren, wie im Beispiel nach Fig. 24 
gezeigt, zu einer Stdrung des elektrischen Feldes und 
sind damit elektrisch nachweisbar. 

In Fig. 26 ist eine Elektroden- und Blendenkonf igura- 
tion nach Fig. 24 in planarer Bauweise dargestellt. 

Auf einem Trager 112 befindet sich eine diinne Elek- 
trodenschicht 2 ' . Der Trager 112 kann zum Beispiel 
aus einer Kunststof f ol ie bestehen. Hierfiir sind alle 
Materialien einsetzbar, die einen hohen elektrischen 
Widerstand aufweisen. Die Elektrodenschicht 2' kann 
zum Beispiel aus einem Edelmetall (Gold, Platin, Sil- 
ber AGC1 usw.) durch bekannte Diinnschichtverf ahren 
aufgebracht werden. Ebenso ist es moglich, die Elek- 
trodenschicht 2 ' mit Hilfe elektrisch leitfahiger Pa- 
sten nach dem Siebdruckverf ahren auf zubringen . Auf 
dem Trager 112 ist ein Abstandshalter 113 zum Bei- 
spiel durch Klebetechnik oder durch HeiSlaminieren 
aufgebracht. Der Abstandshalter 113 besitzt einen 
Durchbruch 115 fur die elektrische Kontakt ierung der 
dunnen Elektrodenschicht 2 ' sowie ein Kompartiment 
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114 fur den Innenelektrolyten . Der Abstandshalter 
kann aus dem gleichen Material hergestellt sein wie 
der Trager 112. Auf dem Abstandshalter 113 ist eine 
Blendenfolie 101' durch Klebe- und Heifclaminiertech- 
nik aufgebracht. Die Blendenfolie 101' weist ein oder 
mehrere Blendenof f nungen 105' auf. 

Das Einbringen des Innenelektrolyt s in sein Komparti- 
ment 114 kann zum Beispiel nach dem Verfahren der Va- 
kuumbefiillung erfolgen. Hierfur wird die {Configurati- 
on nach Fig. 26b) in einen Elektrolyten eingebracht 
und oberhalb des Elektrolyten ein Vakuum erzeugt. Da- 
durch wird das Kompartiment 14 entluftet und der In- 
nenelektrolyt dringt ein. 

Die Blendenof fnungen 105' auf der Blendenfolie 101' 
konnen zum Beispiel mit Hilfe eines Lasers erzeugt 
werden. Auch ist es moglich, eine perforierte Blen- 
denfolie nach dem bekannten LIGA- Verfahren herzustel- 
len. Ebenso ist es moglich, die Blendenfolie 101' in 
Form eines Ion-Track-Filters zu realisieren. Bei sol- 
chen Ion-Track-Filtern werden mikroskopische Offnun- 
gen im pm-Bereich und im Sub-Mm-Bereich erzeugt. Wei- 
terhin lassen sich Kapillarporen-Membranf il ter ver- 
wenden, die Poren im »jm- und im Sub-pm-Bereich auf- 
weisen. Solche Kapillarporen-Membranf i Iter sind kom- 
merziell erhaltlich und bestehen beispielsweise aus 
den Materialien Polykarbonat , Polyester, Acrylpoly- 
mer, PP. 



Wichtig bei der Verwendung von mehr als einer Blen- 
denof fnung 105 ist, daS bei einem Blendenof fnungs - 
Durchmesser von 0 , 5 M m - 10 M m Abstande von Blenden- 
offnungen eingehalten werden, die etwa 100 M m betra- 
3 5 gen . So ist gewahrleistet , da£ sich ausgehend von den 



BNSDOCIO: <WO 9927367A1J_> 



40 



Blendenof f nungen 105 die elektrischen Feldlinien ra- 
dial in das MeSmedium hinein erstrecken. 

Fig. 27 zeigt eine erste Variante zur Konf iguration 
in Fig. 26. Hier ist der Abstandshal ter 113' rnit ei- 
nem Kompart iment 114' fur den Innenelektrolyten aus- 
gestattet, das eine zusatzliche Moglichkeit zur Ent - 
liiftung dieses Kompartimentes bietet . In der Blenden- 
folie 101" befindet sich eine Offnung 116, uber die 
das Probenkompart iment bei der Vakuumbef ullung 
schneller entliiftet werden kann. Nach Bef ullung der 
Konf iguration nach Fig. 27 kann die Ent liif tungsdf f - 
nung 116 mit einera geeigneten Material (Epoxydharz, 
Silikon usw.) versiegelt werden. Ansonsten entspricht 
der Aufbau dem nach Fig. 26. 

Fig. 28 zeigt eine zweite Variante der Konf iguration 
nach Fig. 3. Hier befinden sich auf dem Trager 112 
zwei Elektrodenschichten 2",. 2'". In dieser Ausfiih- 
rungsform tragt die Blendenfolie 101" zwei Blenden- 
of f nungen 105", 105'". Sind in der unmi ttelbaren Um- 
gebung der Blendenof f nungen 105" und 105' H unter- 
schiedliche molekulare Bindungspartner immobilisiert , 
so lassen sich unterschiedliche Analyte nachweisen. 
Dies entspricht einer Anordnung von zwei Mikroelek- 
troden, wie dies oben beschrieben ist. Die Konf igura- 
tion mit zwei Elektroden und dazugehorigen Blenden- 
offnungen kann auch zu einem grofeeren Array mit einer 
Vielzahl von Elektroden- und Blendenof f nungen erwei- 
tert werden. 

In Fig. 29 ist eine weitere Variante der Konf igurati- 
on nach Fig. 26 gezeigt . Hier ist zusatzlich auf der 
Blendenfolie 101' ein Trager 117 fur ein Probenkom- 
partiment 118 auf gebracht . Dieser Trager 117 kann aus 
jedem beliebigen Kunststoff hergestellt sein, der mit 
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der verwendeten Probe kompatibel ist und sich auf der 
Blendenfolie 101' durch Klebetechnik oder durch Hei£- 
laminieren und durch ein anderes Verfahren aufbringen 
lafct. Zusatzlich ist hier auf der Blendenfolie 101' 
eine Gegenelektrode 120 auf gebracht . Fur das Aufbrin- 
gen und das Material der Gegenelektrode gilt das 
gleiche, wie im Beispiel nach Fig. 26 fur die Elek- 
trode 2 beschrieben ist. Die Gegenelektrode 120 kann 
am elektrischen Anschluft 121 kontaktiert werden. Vor- 
richtungen mit Probenkompart imenten konnen auch in 
Array-Form mit einer Vielzahl von Kompart imenten rea- 
lisiert werden. 

Fig. 30 zeigt eine besondere Ausf iihrungsf orm der 
Blende 101, wie sie in Fig. 24 und folgenden darge- 
stellt ist. 



In diesem neuen Ausf iihrungsbeispiel ist die Blende 
auf der Basis einer Siliziumscheibe realisiert. Eine 

20 siliziumscheibe 108 wurde mit Hilfe bekannter ani- 

sotroper Atzverfahren perf oriert . Dabei entstehen 
Offnungen 109 die einen pyramidenstumpf f ormigen Cha- „ 
rakter haben . Auf diese Weise ist es moglich, sehr 
kleine Offnungen zu realisieren. Soli zum Beispiel 

25 d ie Offnung auf der unteren Seite der Siliziumscheibe 

108 ca. 1 pm betragen, so betragt die groSe Offnung 
auf der Vorderseite der Siliziumscheibe ca . 8 [xm. Die 
Siliziumscheibe wird nach einbringen der Offnungen 

109 an der Oberflache elektrisch isoliert. Dies lafit 
30 sich zum Beispiel durch thermische Oxydation und/oder 

durch CVD-Verf ahren mit Si 3 N 4 realisieren. 

In Fig. 30b ist eine Variante der Blende nach Fig. 
30a gezeigt. Auf einem Trager 108' wurde durch ge- 
35 kannte epitaktische Verfahren eine Schicht 106 abge- 

schieden. Durch bekannte anisotropische Atzverfahren 
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lafit sich ortselektiv die Sili ziumscheibe 108' ober- 
halb der Schicht 106 abatzen. Mit Hilfe lithographi- 
scher Verf ahren konnen Of fnungen 104 und 104 1 in die 
Schicht 106 eingebracht werden. Dieses Beispiel hat 
5 den Vorteil, da£ die Of fnungen sich in einer sehr 

diinnen Schicht 106 befinden. Die Siliziumscheibe kann 
eine Dicke von ca . 300 \jm haben, wahrend die Schicht 
106 eine Dicke zwischen 1 und 100 pm (vorzugsweise 10 
pm) besitzt . 

In Fig. 31 ist eine Mefianordnung fur ein Verf ahren 
zur potentiometrischen Messung zura Nachweis von Ana- 
lyten dargestellt. 

Auf einem Trager 122 befindet sich die Festableitung 
123 einer potentiometrischen Elektrode mit einer io- 
nenselektiven Membran 124 . An der Oberf lache der io- 
nenselektiven Membran 124 sind Molekiile immobili- 
siert, die mit den Molekiilen, die auf den Partikeln 5 
immobilisiert sind, eine Bindung 6 eingehen konnen. 
Die an der Oberf lache der ionenselekt iven Membran 124 
gebundenen Label- oder Markerpart ikel 5, die in die- 
sem Ausf iihrungsbeispiel einen Durchmesser von 10 nm 
aufweisen, rufen eine Storung der Potentialbildungs- 
vorgange an der Oberflache der ionenselektiven Mem- 
bran 124 hervor, die auf potent iometrischem Wege ge- 
messen werden kann. Gemessen wird das Potential der 
aus Festableitung 123 und ionenselektiven Membran 124 
bestehender ionenselektiven Elektrode gegen eine Be- 
zugselektrode , die sich ebenfalls im MeSmedium 3 be- 
findet, aber nicht dargestellt ist. 

In diesem Ausf iihrungsbeispiel ist der Trager 122 zum 
Beispiel aus Glas, die Festableitung 123 der poten- 
35 tiometrischen Elektrode besteht aus Silber und die 

ionenselektive Membran 124 aus einer Ag/AgCl -Schicht . 



20 
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Ebenso ist es moglich, die ionenselektive Membran 124 
als Polymermembran auszubilden. Auch konnen andere 
bekannte Materialien fur ionenselektive Membranen 
eingesetzt werden. Es ist zusatzlich moglich, ober- 
halb der ionenselekt iven Membran ohne immobilisierte 
Molekiile keine weitere Schicht anzuordnen, in der 
sich die immobilisierten Bindungspartner befinden 
(ohne Abbildung) . Diese Schicht kann zum Beispiel aus 
einem Hydrogel oder Kollagen bestehen. 

Fig. 32 zeigt ein Ausf uhrungsbeispiel fur die Verwen- 
dung nach dem potent iometrischen Me£prinzip im Diffe- 
renzverfahren. Auf einem Trager 125 befinden sich die 
Festableitungen 123 und 123' einer potent iometrischen 
Elektrode mit den Leiterbahnen 127 und 127' sowie den 
elektrischen Anschlussen 128 und 128'. Trager und 
Elektroden sowie Leiterbahnen sind mit der Abdeckung 
126 gegeniiber dem MeKmedium geschiitzt . Die Abdeckung 
126 besitzt Durchbruche 129 und 129', die die ionen- 
selektiven Elektroden freilassen. Die Festableitung 
123 und 123', die Leiterbahnen 127 und 127' sowie die 
elektrischen Anschlusse 128 und 128' konnen zum Bei- ^ 
spiel aus Silber nach bekannten Dunnschicht- oder 
Dickschichtverfahren hergestellt sein. Als ionense- 
lektive Membran kann wiederum Ag/AgCl verwendet wer- 
den, wobei sie durch die Chloridisierung des Silber- 
films der Festableitungen 123, 123' hergestellt wer- 
den kann. 

Ebenso ist es moglich, in die Durchbruche 129 und 
129- Polymermembranen mit elektroakt iven Komponenten 
nach bekannten Verfahren herzustellen . Hierfiir lassen 
sich Dispensierverfahren verwenden. Die Abdeckung 126 
kann durch Siebdruckverf ahren aufgebracht werden. 
Auch das Einbringen der ionenselektiven Membranen 124 
und 124' kann durch Siebdruckverf ahren geschehen. 



Werden an der Oberflache der ionenselekt iven Membran 
124 Molekule immobil isiert , die eine Bindung 6 einge- 
hen konnen, so la£t sich in einem Di ff erenzverf ahren 
das Signal dieser Elektrode mit dem Signal einer io- 
nenselekt iven Elektrode mit der ionenselekt iven Mem- 
bran 124' vergleichen, an deren Oberflache keine Mo- 
lekule immobilisiert sind. Die Potentiale beider 
Elektroden konnen gegen eine externe Bezugselektrode 
gemessen werden. Hierfiir sind konvent ionel le Bezugs- 
elektroden geeignet. Ebenso la£t sich eine beliebige 
Metallelektrode als Pseudoref erenz einsetzen. 

Die Verwendung eines Diff erenzverf ahrens hat den Vor- 
teil, dafe nichtspezif ische Bindungen von Molekiilen an 
der Oberflache der ionenselekt iven Membran bei diesem 
MeSverf ahren nicht erfaiSt werden. 

Fig. 33 zeigt in einem weiteren Ausf iihrungsbeispiel 
eine potentiometrische Elektrodenanordnung mit inte- 
griertem Fliefekanal. Auf einem Trager 125' befinden 
sich die Festableitung 123 einer potent iometrischen 
Elektrode mit einer ionenselektriven Membran 124, die 
uber eine Leiterbahn 127' mit einem elektrischen An- 
schluS 128' verbunden sind. Daneben sind eine Gegen- 
elektrode 131 und eine Bezugselektrode 132 angeord- 
net . Die Elektroden 131, 132 konnen aus Edelmetall- 
filmen, zum Beispiel Platin bestehen. Auf dem Trager 
125' sind auf einer Flache 130 Markerpart ikel schwach 
immobilisiert, die bei Kontakt mit einem wafirigen 
MeSmedium gelost werden konnen. Auf dem Trager 125' 
ist ein Kanaltrager 133 durch Klebetechnik oder durch 
HeiSlaminieren auf gebracht . Der Kanaltrager 133 be- 
sitzt einen Durchbruch 134, der als Kanal wirkt . Mit 
Hilfe der Abdeckung 126' wird der Kanaltrager 133 
verschlossen . Durch die Durchbriiche 13 5, 136 kann das 
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waErige Mefimedium zu- und abgefiihrt werden. Die Ab- 
deckung 126 ist durch Klebetechnik oder HeiSlaminie- 
ren auf den Kanaltrager auf gebracht . 

In Fig. 34 ist der Kanal aus Fig. 33 als Fliefcmatrix 
137 realisiert. Auf einem Trager 125 befindet sich 
die gleiche Elektrodenanordnung wie in Fig. 33. Uber 
den Elektroden ist eine Fliefcmatrix 137 angeordnet . 
Sie besteht zum Beispiel aus Filterpapier oder einer 
Glasfasermatrix oder anderen Materialien, die durch 
Klebeverfahren oder durch Anpressen auf den Trager ^ 
125 aufgebracht werden. Auf der Flache 30* sind Mar- 
kerpartikel schwach immobilisiert . Das wafirige Mefime- 
dium wird auf die Flache 138 aufgebracht, die zur 
Probenaufnahme dient . Verbreitet sich das MeSmedium 
in der Fliefcmatrix 137, so werden Markerpart ikel im 
Bereich der Flache 130' gelost und zu den Elektroden 
123, 124, 131 und 132 transport iert . 

20 D ie potentiometrische Messung mit Hilfe von Vorrich- . 

turigen nach den Fign. 33 und 34 kann mit Hilfe einer 
elektrischen Schaltung erfolgen, die schematisch in . 
Fig. 35 dargestellt ist. In einem Probenbehal ter 139 
befindet sich das wafcrige MeSmedium 3. In das Mefcme- 
25 dium 3 sind ein Trager 125' mit einer ionenselekt iven 

Elektrode aus Festableitung 123 und ionenselektiver 
Membran 124, eine Gegenelektrode 131 und eine Bezugs- 
elektrode 132 eingetaucht. Zwischen der ionenselekt! - 
ven Elektrode und der Gegenelektrode wird mit Hilfe 
30 einer Stromquelle 140 ein elektrischer Strom einge- 

speist. Zwischen der ionenselekt iven Elektrode 123, 
124 und der Bezugselektrode 132 kann auf potentiome- 
trischem Wege mit einer hochohmigen SpannungsmeSein- 
richtung 141 das potentiometrische Mefisignal als 
3 5 elektrische Spannung gemessen werden. 
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Mit Hilfe des elektrischen Stromes zwischen der io- 
nenselektiven Elektrode und der Gegenelektrode er- 
folgt der Markerpartikeltransport auf elektrophoreti - 
schem Wege . Dies ist moglich bei Verwendung von po- 
5 tentiometrischen Elektroden, die relativ niederohmig 

sind. Dies ist zum Beispiel bei Ag/AgCl -Elektroden 
der Fall. 

Bei hochohmigen potent iometrischen Elektroden wird 
10 auf die Gegenelektrode 131 und die Stromquelle 140 

verzichtet. Hierbei muS der Markerpartikeltransport 
auf magneti schem Wege erfolgen, wie weiter oben be- 
schrieben ist . 

15 Die beschriebenen Assays konnen nicht nur fur die 

hier beschriebenen Analyte, sondern auch generell zum 
Nachweis von Antikorpern, Antigenen, Nukleinsauren, 
Aptameren oder anderen beliebigen Analyten zur Analy- 
se und/oder Diagnostik in der Chemie, Lebensmittel- 

20 chemie, Biotechnologie , Umwel tanalyt ik , Biochemie 

oder Medizin eingesetzt werden . 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zum Nachweis von Analyten in MeSlosun- 
gen mittels Markerpartikeln , 

dadurch gekennzeichnet, 
date Markerpartikel verwendet werden, deren elek- 
trische und/oder elektrochemische Eigenschaf ten 
von den elektrischen und/oder elektrochemischen 
Eigenschaften der MeSlosung verschieden sind, 
da£ in der MeSlosung ein elektrisches Feld er- 
zeugt wird, und 

da£ durch die Markerpartikel verursachte Ande- 
rungen eines elektrischen Stroms oder einer 
elektrischen Spannung an einer in der Me£16sung 
befindlichen Elektrode bestimmt werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, da£ die Markerpartikel sich bezuglich ihrer 
stofflichen Zusammensetzung , ihrer Dielektrizi- 
tatskonstanten und/oder ihres spezifischen elek- 
trischen Widerstandes und/oder ihrer Oberfla- 
chenladungsdichte von der Me£16sung unterschei- 
den . 

25 

3 . Verfahren zum Nachweis von Analyten in Me£16sun- 
gen mittels Markerpartikeln, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ Markerpartikel verwendet werden, 
deren Permeabilitatszahl von der Permeabilitats- 
zahl der MeSlosung verschieden ist, da£ in der 
Mefclosung ein magnetisches Feld erzeugt wird und 
daft das durch die Markerpartikel verursachte ma- 
gnetische Feld oder seine Anderung bestimmt 
wird . 

35 
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Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, da& die Markerpart ikel 
spezifisch an die Analyte binden, die gegebenen- 
falls ihrerseits spezifisch an eine Unterlage 
binden, die gegebenenf alls die Elektrode ist . 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, daS die freien Analyte mit 
Markerpartikeln bzw. mit Markerpartikeln, an die 
Analyte gebunden sind, urn die fur die freien 
Analyte spezifischen Bindungsplat ze auf einer 
Unterlage konkurrieren, die ggf . die Elektrode 
ist . 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 oder 3, da- 
durch gekennzeichnet, da£ die Markerpart ikel 
spezifisch an die Analyte binden und date die 
Mefilosung anschlieSend zwischen zwei Elektroden 
hindurchf lie£t , durch die das elektrische Feld 
erzeugt wird oder da£ die MeSlosung anschlieteend 
durch eine Durch f luSmefekammer flieSt, in der das 
Magnetfeld erzeugt wird. 

Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeich- 
net, dalS der elektrische Strom zwischen den 
Elektroden bzw. die Kapazitat beim Hindurchf lie- 
feen der Mefildsung bestimmt wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, da£ Markerpart ikel 
mit einer elektrischen Ladung und/oder mit einem 
elektroakt iven Stoff und/oder mit Enzymen immo- 
bilisierte oder beladene Markerpartikel und/oder 
ferro-, dia- oder paramagnet ische Markerpartikel 
verwendet werden. 
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9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeich- 
net, daft vor der Bestimmung der Anderung des 
elektrischen Feldes durch die Markerpart ikel in 
der Meftlosung ein elektrisches und/oder magneti- 

5 sches Feld erzeugt wird, das auf die Markerpar- 

tikel eine Kraft ausubt. 

10. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, daft in der Meftlosung eine Wech- 

10 selspannung und/oder ein in seiner Richtung 

wechselndes magnetisches Feld erzeugt wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, daft das elektrische und/oder ma- 

15 gnetische Feld derart ausgebildet wird, daft es 

auf die Markerpart ikel eine Kraft in Richtung 
der mit Bindungsplat zen fur die Markierungspar- 
tikel versehenen Unterlage hin und/oder von die- 
ser weg ausubt . 
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12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, da- 
durch gekennzeichnet, daft vor der Elektrode, 
iiber die ein inhomogenes elektrisches Feld in 
der Meftlosung erzeugt wird, eine Blende mit ei- 
ner Offnung fur den Durchtritt der elektrischen 
Feldlinien angeordnet wird und daft die Marker- 
partikel an oder in der Nahe der Blendenoberf la- 
che gebunden werden. 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, da- 
durch gekennzeichnet, daft das elektrische Feld 
an der Oberflache einer potentiometrischen Elek- 
trode durch Potent ialbildungsvorgange an der 
Grenzflache zwischen Meftlosung und Elektrode ge- 
bildet wird und die Feldanderungen auf potentio- 
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metrischem Wege gemessen werden . 

Vorrichtung zur Bestimmung von Analyten in MeS- 
losungen mittels Markerpart ikeln mit einem Tra- 
ger, dadurch gekennzeichnet , daS die Markerpar- 
tikel elektrische Eigenschaf ten und/oder elek- 
trochemische Eigenschaf ten aufweisen, die von 
den elektrischen und/oder elektrochemischen Ei- 
genschaf ten der Mefilosung verschieden sind, und 
da£ auf dem Trager mindestens eine Elektrode ei- 
ner Elektrodenanordnung angeordnet ist, die mit 
einer Vorrichtung zur Erzeugung eines elektri- 
schen Feldes verbunden ist und da£ eine Mefiein- 
richtung zur Erfassung des elektrischen Stroms 
oder der elektrischen Spannung vorgesehen ist. 

Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ auf dem Trager eine Unterlage mit 
spezifischen Bindungsstellen fur den Analyten 
angeordnet ist und die Markerpart ikel spezifi- 
sche Bindungsstellen fur die Analyte oder die 
Unterlage aufweisen, wobei Markerpartikel auf 
dem Trager oder der Abdeckung angeordnet sind. 

Vorrichtung nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die Unterlage als Elektrode ausge- 
bildet ist. 

Vorrichtung nach Anspruch 14 , dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Markerpartikel spezifische 
Bindungsstellen fur den Analyten aufweisen, und 
auf dem Trager eine zweite Elektrode derart an- 
geordnet ist, da& zwischen der ersten und zwei- 
ten Elektrode eine Offnung fur den DurchfluS der 
Me£16sung besteht . 
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18. Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, da£ sie nach au&en durch 
eine Membran abgeschlossen ist, die fiir den Ana- 
lyten und gegebenenf alls fur die MeSlosung 

5 durchlassig ist . 

19. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 
14 bis 18, dadurch gekennzeichnet, da£ die Mar- 
kerpartikel eine elektrische Ladung aufweisen 

10 und/oder magnet isch und/oder mit einem elektro- 

aktiven Stoff und/oder mit Enzymen versehen 
sind . 

20. Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 19, 
15 dadurch gekennzeichnet, daft auf dem Trager ein 

umpolbares magnetisches Element angeordnet ist. 

21. Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, da£ vor einer Elektrode 

2 0 zur Erzeugung eines inhomogenen elektrischen 

Feldes eine mit der MeSlosung in Verbindung ste- 
hende Blende (101, 105) angeordnet ist, die min- 
destens eine kleine Offnung aufweist und die als 
Bindungselement fiir die Markerpartikel dient . 

25 

22. Vorrichtung nach Anspruch 21, dadurch gekenn- 
zeichnet, dalS der Raum zwischen Blende (101, 
105) und Elektrode (2) mit einem Elektrolyten 
(103) ausgefullt ist, der mit der MeSlosung (3) 

30 in Kontakt ist. 

23. Vorrichtung nach Anspruch 21 oder 22, dadurch 
gekennzeichnet, dafc die blende (101, 105) Be- 
standteil einer Pipette (119) ist, in die die 

35 Elektrode (2) hineinragt . 
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Vorrichtung nach Anspruch 21 oder 22, dadurch 
gekennzeichnet, da£ mit dem die mindestens eine 
Elektrode aufweisenden flachen Trager (112) ein 
mit mindestens einer Durchbrechung (114) zur 
Aufnahme des Elektrolyten (103) versehenes Ab- 
standselement (113) fest verbunden ist und daS 
die Durchbrechung (114) mit einer als Blende 
dienenden Abdeckung (101) abgedeckt ist, in der 
mindestens eine Blendenof f nung (105) vorgesehen 
ist . 

Vorrichtung nach Anspruch 24, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS mehrere Elektroden (2) auf dem 
Trager (112) aufgebracht sind, das Abstandele- 
ment (113) mit mehreren den Elektroden zugeord- 
neten Durchbrechungen versehen ist und die Ab- 
deckung mindestens eine Blendoffnung fur jede 
Durchbrechung aufweist. 

Vorrichtung nach einem der Anspruche 21 bis 25, 
dadurch gekennzeichnet, daJS eine Gegenelektrode 
(12 0) auf der der Mefelosung zugewandten Seite 
der Abdeckung (101) mit Blendoffnung (105) auf- 
gebracht ist. 

Vorrichtung nach einem der Anspruche 21 bis 26, 
dadurch gekennzeichnet, da£ die Blende pyrami- 
denstumpf f ormig ist. 

Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, dafe die mindestens eine 
auf dem Trager (122, 125) angeordnete Elektrode 
ausgebildet ist und eine mit der Me£16sung in 
Verbindung stehende ionenselekt ive Membran (124) 
aufweist, die die Markerpartikel bindet . 
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29. Vorrichtung nach Anspruch 14 bis 28, dadurch ge- 
kennzeichnet, da£ mindestens zwei Elektroden 
(123, 124) auf einen Trager (125) aufgebracht 
sind, die von einem Abdeckelement (126) mit min- 
destens zwei Durchbrechungen (12 9) abgedeckt 
sind . 

30. Vorrichtung nach Anspruch 29, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die jeweilige ionenselektive Mem- 
bran in der Durchbrechung (12 9) angeordnet ist. 

31. Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 30, 
dadurch gekennzeichnet , dafi Markerpart ikel mit 
einem Durchmesser verwendet werden, der im nm- 
Bereich bis in den Sub-mm-Bereich liegt . 



32. Vorrichtung nach einem der Anspruche 28 bis 31, 
dadurch gekennzeichnet, daS die mindestens eine 
mit einer ionenselekt iven Membran (124) versehe- 

20 ne potentiometrische Elektrode (123, 124) und 

eine Bezugselektrode (103, 2) auf dem Trager 
(25') angeordnet sind und uber den Elektroden 
ein mit einer Zu- und/oder Abfuhrung versehener 
Fliefckanal (134) fur die Mefclosung vorgesehen 

25 ist. 

33. Vorrichtung nach Anspruch 32, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft auf einer mit dem FlieSkanal (134) 
in Verbindung stehenden begrenzten Flache (130) 
30 des Tragers (25') Markerpart ikel durch die in 

dem FlieSkanal (134) stromenden MeSlosung losbar 
sind . 



35 



34. Vorrichtung nach Anspruch 33 oder 34, dadurch 

gekennzeichnet, dafc der Fliefikanal (134) in ei- 
ner den Trager mindestens teilweise uberdecken- 
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den Abdeckung (133, 26') ausgeformt ist, die ei- 
ne Zuleit- und eine Ablei tof f nung (135, 136) 
aufweist . 

Vorrichtung nach Anspruch 33 oder 34, dadurch 
gekennzeichnet, da£ der FlieSkanal als FlieSma- 
trix (13 7) mit einer die MeSlosung von auSen 
auf nehmenden Flache (138) ausgebildet ist. 

Vorrichtung nach Anspruch 35, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ auf einer begrenzten Flache (30'} 
der Fliefimatrix Markerpart ikel immobilisiert 
sind, die durch die in der FlieSmatrix sich ver- 
breitenden MeSlosung losbar sind. 

Vorrichtung nach einem der Anspruche 2 9 bis 36, 
dadurch gekennzeichnet, daS auf dem Trager (125, 
25') eine Gegenelektrode (131) aufgebracht ist 
und da£ zwischen potentiometrischer Elektrode 
(123, 124) und Gegenelektrode (131) eine Strom- 
quelle (140) zum Einspeisen eines Stromes und 
zwischen potentiometrischer Elektrode und Be- 
zugselektrode eine Spannungsmefieinrichtung ge- 
schaltet sind. 

Verwendung einer Vorrichtung oder eines Verfah- 
rens nach einem der vorhergehenden Anspruche zum 
Nachweis von Antikorpern, Antigenen, Nukleinsau- 
ren, Aptameren oder anderen Analyten zur Analyse 
und/oder Diagnostik in der Chemie, pharmazeuti- 
schen Entwicklung, Lebensmittelchemie , Biotech- 
nologie, Umwel tanalyt ik, Biochemie oder Medizin. 
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